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O peptídeo nociceptina, também conhecido como orfanina FQ (N/OFQ), foi 
identificado como ligante endógeno do receptor NOP, um novo integrante da família 
dos receptores opióides. Vários estudos sugerem a participação do sistema da N/OFQ 
nos processos de aprendizagem e memória. O objetivo do presente estudo foi verificar 
o envolvimento da N/OFQ na memória emocional, avaliada pelas tarefas de 
condicionamento clássico de medo ao contexto e ao som, em estudos farmacológicos 
(Etapa 1) e moleculares (Etapa 2). Na Etapa 1, para verificar os efeitos da N/OFQ 
sobre a aquisição e consolidação das tarefas de condicionamento de medo ao contexto 
e ao som, ratos Wistar machos receberam administrações intracerebroventricular (i.c.v. 
0,1 – 5 nmol) de N/OFQ tanto antes, como imediatamente após, a sessão de 
condicionamento (treino), na qual receberam cinco pareamentos som-choque. Os 
testes de condicionamento de medo ao contexto e ao som foram realizados 24 e 48 h 
após o treino, respectivamente. As doses intermediárias do peptídeo (2,5 e 1 nmol) 
prejudicaram a aquisição, mas não a consolidação, apenas da tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto. A dose mais alta (5 nmol) prejudicou a 
aquisição de ambas as tarefas, o que sugere um efeito inespecífico. Por outro lado, 
microinjeções pré-treino de 5 nmol de N/OFQ no hipocampo dorsal não afetaram a 
aquisição das respostas condicionadas de medo ao contexto e ao som. O prejuízo 
observado após a administração i.c.v de 1 nmol de N/OFQ não é devido a uma 
aprendizagem dependente de estado, pois injeções pré-teste do peptídeo não 
reverteram o efeito provocado pela sua administração pré-treino. Além disso, a pré-
exposição ao ambiente de treino não preveniu o déficit de aquisição provocado pela 
N/OFQ, o que sugere que o efeito deste peptídeo não é devido a uma interferência com 
a exploração ou o processamento do ambiente no dia do treino. Na Etapa 2, a relação 
entre a expressão gênica do precursor da N/OFQ (ppN/OFQ) no encéfalo e o 
desempenho de ratos submetidos à tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi 
investigada. Após 4 dias de treino, os animais foram classificados como de alto (AD) ou 
baixo desempenho (BD), de acordo com o tempo de congelamento ao contexto.  Duas 
semanas após a classificação, seus encéfalos foram processados para a análise da 
expressão do RNAm da ppN/OFQ através da hibridização in situ. Não foram 
encontradas diferenças entre os animais AD e BD nas 28 regiões analisadas, o que 
sugere que os níveis basais de RNAm da ppN/OFQ não estão relacionados com os 
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diferentes desempenhos observados nesta tarefa. Em outro experimento, investigou-se 
a ocorrência de alterações na expressão de RNAm da ppN/OFQ durante o processo de 
condicionamento, em áreas relacionadas com o condicionamento de medo ao contexto 
(amígdala, hipocampo e núcleo intersticial da estria terminal). Os níveis de RNAm do 
precursor da N/OFQ dos animais submetidos ao treino ou ao teste de condicionamento 
não diferiram daqueles que não passaram pelo teste, nem dos animais que foram 
apenas expostos a um ambiente familiar. Entretanto, nos animais que passaram pelo 
teste, foi observada uma correlação negativa entre o tempo de congelamento 
condicionado ao contexto e os níveis de RNAm da ppN/OFQ no núcleo central da 
amígdala e no núcleo intersticial da estria terminal. Estes resultados sugerem que a 
expressão do precursor da N/OFQ em resposta ao teste de condicionamento pode 
estar associada à variabilidade individual observada durante a evocação e/ou 
expressão da resposta condicionada de medo ao contexto. Assim, os resultados do 
presente estudo dão suporte ao papel inibitório da N/OFQ nas tarefas que apresentam 
um componente espacial e dependem da formação hipocampal, e sugerem que essa 





Noceptin, also named orphanin FQ (N/OFQ), has been identified as the 
endogenous ligand for the NOP receptor, a new member of the opioid receptor family. 
Several studies have suggested a role of the N/OFQ system in learning and memory 
processes. The purpose of the present study was to verify the involvement of N/OFQ in 
emotional memory, evaluated by contextual and tone fear conditioning tasks, by 
pharmacological (Stage 1) and molecular (Stage 2) studies. In stage 1, in order to verify 
the effects of N/OFQ in acquisition and consolidation of contextual and tone fear 
conditioning, male Wistar rats were treated with intracerebroventricular (i.c.v. 0,1 – 5 
nmol) injections of N/OFQ, either before or imediately after the conditioning session 
(training), in which five tones were paired with aversive footshocks. Contextual and tone 
fear conditioning tests were carried out 24 and 48 h after training, respectively. The 
intermediate doses of the peptide (2,5 e 1 nmol) selectively impaired acquisition, but not 
consolidation, of contextual fear conditioning. The highest dose (5 nmol) impaired the 
acquisition of both tasks, an effect that may be due to non specific effects. In contrast, 
pre-training microinjections of 5 nmol of N/OFQ in the dorsal hippocampus did not affect 
the acquisition of fear conditioned responses to context and tone. The effect observed 
with 1 nmol of N/OFQ cannot be attributed to state-dependent learning because pre-test 
injection of the peptide did not revert the impairment induced by pre-training 
administration. Moreover, pre-exposure to the context did not prevent N/OFQ induced 
impairment of acquisition of contextual fear conditioning, suggesting that the effect of 
this peptide is not due to interference with exploration or contextual processing during 
training. In Stage 2, the relationship between brain N/OFQ precursor (ppN/OFQ) mRNA 
expression and performance in contextual fear conditioning was investigated. Animals 
were submitted to contextual fear conditioning for four days and classified as high (HP) 
or low performance (LP), according to the conditioned freezing to the context. Two 
weeks later, animals were sacrified and the brains were processed for the analyses of 
ppN/OFQ mRNA expression by in situ hybridization. There was no differences between 
HP and LP animals in any of the 28 brain regions analyzed, which suggest that the 
variability observed in this task cannot be explained by differences in basal N/OFQ 
precursor mRNA levels in the brain. In another experiment, the ocurrence of an altered 
ppN/OFQ mRNA expression during the conditioning process was verified in areas 
related to contextual fear conditioning (amygdala, hippocampus and bed nucleus of stria 
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terminalis). N/OFQ precursor mRNA levels in animals submitted to the conditioning 
training or test did not differ from those that were not tested or from subjects exposed to 
a familiar environment. However, within the group exposed to the conditioning test, 
there was a negative correlation between the conditioned freezing to the context and 
the ppN/OFQ mRNA levels in the central nucleus of the amygdala and bed nucleus of 
the stria terminalis. These results suggest that the ppN/OFQ mRNA expression induced 
by the conditioning test can be related to individual variability observed during evocation 
and/or expression of conditioned fear responses to the context. The results of the 
present study support the negative role of N/OFQ in the acquisition of spatial memory 
tasks known to be dependent on hippocampal integrity and suggest that this modulation 





Sistema da Nociceptina/Orfanina FQ e seu receptor 
A história do sistema da Nociceptina/Orfanina FQ (N/OFQ) começou no início da 
década de 90, com o sucesso da clonagem dos três receptores opióides clássicos δ, µ 
e κ, ou DOP, MOP e KOP, respectivamente (para revisão ver Uhl et al., 1994) e a 
constatação da grande homologia estrutural existente entre eles (cerca de 60%). Na 
tentativa de identificar novos tipos ou subtipos de receptores opióides, através de 
triagem de homólogos em bancos de DNA complementar (DNAc) de diferentes 
espécies, vários laboratórios isolaram, em 1994, um novo receptor estruturalmente 
relacionado à família dos receptores opióides (Bunzow et al., 1994; Fukuda et al., 1994; 
Mollereau et al., 1994; Nishi et al., 1994; Wang et al., 1994). Esse receptor, conhecido 
atualmente como ORL-1 ou NOP1, é um típico receptor metabotrópico, ligado a uma 
proteína G inibitória cuja ativação provoca as mesmas respostas intracelulares que os 
receptores µ, δ e κ (Bunzow et al., 1994; Fukuda et al., 1994; Mollereau et al., 1994; 
Nishi et al., 1994; Wang et al., 1994). Além disso, o receptor NOP apresenta uma 
grande semelhança estrutural com os receptores opióides, especialmente nos domínios 
transmembrânicos e nas alças intracelulares (para revisão ver Meunier, 1997). Apesar 
da homologia, os primeiros estudos mostraram que novo receptor possuía baixa ou 
nenhuma afinidade pelos ligantes opióides conhecidos, sendo por isso considerado um 
receptor opióide órfão (Uhl et al., 1994; Meunier, 1997).  
A descoberta do ligante endógeno ocorreu no final de 1995, quando dois 
laboratórios isolaram, simultaneamente, um peptídeo composto por 17 resíduos de 
aminoácidos que mostrou ter uma alta afinidade pelo receptor opióide órfão (Meunier et 
al., 1995; Reinscheid et al., 1995). O novo peptídeo apresenta uma estrutura primária 
muito semelhante aos ligantes opióides endógenos, principalmente à dinorfina A, 
porém, não ativa os receptores opióides clássicos (Reinscheid et al., 1995). Meunier e 
                                            
1 O novo receptor foi clonado a partir de varias espécies, e recebeu diferentes nomes de cada laboratório 
[camundongo: KOR-3 (Pan et al., 1995), MOR-C (Nishi et al., 1994); rato: LC132 (Bunzow et al., 1994), 
XOR1 (Wang et al., 1994; Wick et al., 1994), Ratxor1 (Chen et al., 1994), C3 (Lachowicz et al., 1995), 
ROR-C (Fukuda et al., 1994); humano: ORL-1 (Mollereau et al., 1994)]. A literatura mostrou uma 
preferência ao termo ORL-1 (Opioid Receptor-Like 1), o qual até hoje é bastante utilizado. No entanto, 
após a descoberta do ligante endógeno a União Internacional de Farmacologia (IUPHAR) recomendou a 
utilização do termo NOP (Nociceptin/Orphanin FQ Peptide receptor) para designar o receptor em todas 
as espécies (Foord et al., 2005). 
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colaboradores (1995) sugeriram o nome “nociceptina”, porque o primeiro efeito 
fisiológico observado com o peptídeo foi um aumento da reatividade à dor em 
camundongos. O outro laboratório denominou o ligante de “Orfanina FQ”, sendo 
“orfanina” uma referência ao receptor órfão, e “FQ” indicações do primeiro e último 
aminoácidos do peptídeo, fenilalanina e glutamina (Reinscheid et al., 1995). Nenhum 
dos dois nomes prevaleceu na literatura científica, e o peptídeo é denominado 
atualmente por ambos: Orfanina FQ/Nociceptina (OFQ/N) ou Nociceptina/Orfanina FQ 
(N/OFQ).  
Como todo neuropeptídeo, a N/OFQ deriva de um grande precursor polipeptídico, 
a pré-pró-N/OFQ (ppN/OFQ), que contém uma única cópia da N/OFQ, demarcada por 
resíduos proteolíticos de lisina e arginina (Meunier et al., 1995). A seqüência completa 
do gene do precursor da N/OFQ foi isolada a partir de bancos de DNAc de humano, 
boi, rato e camundongo (Houtani et al., 1996; Mollereau et al., 1996; Nothacker et al., 
1996; Okuda-Ashitaka et al., 1998). A ppN/OFQ é formada por 187 resíduos de 
aminoácidos no camundongo, 181 no rato, 176 no boi e em humanos, sendo a 
sequência de aminoácidos altamente conservada entre as espécies (Mollereau et al., 
1996, Okuda-Ashitaka et al., 1998). O precursor apresenta na região N-terminal um 
peptídeo de sinal composto por aproximadamente 20 resíduos de aminoácidos e vários 
sítios potenciais de clivagem, formados por pares de aminoácidos básicos. A presença 
de sítios adicionais de clivagem, além daqueles que delimitam a seqüência da N/OFQ, 
sugere que a ppN/OFQ codifica também outros peptídeos biologicamente ativos 
(Houtani et al., 1996; Mollereau et al., 1996; Nothacker et al., 1996).  De fato, dois 
novos peptídeos que derivam da ppN/OFQ foram identificados e chamados de 
“nocistatina” e “orfanina FQ II” (Florin et al., 1997, Rossi et al., 1998; Okuda-Ashitaka et 
al., 1998). Nenhum dos dois apresenta afinidade pelo receptor NOP (Nothacker et al., 
1996), porém ambos os peptídeos apresentam efeitos biológicos quando administrados 
em camundongos (Florin et al., 1997; Okuda-Ashitaka et al., 1998; Rossi et al., 1998), o 
que sugere que eles interagem com receptores próprios, ainda não identificados. 
O gene da ppN/OFQ apresenta uma estrutura e organização extremamente 
semelhante aos genes que codificam os precursores dos peptídeos opióides 
endógenos, em particular a pré-proencefalina e pré-prodinorfina (Mollereau et al., 1996; 
Nothacker et al., 1996). Da mesma forma, os genes que codificam o receptor NOP e os 
receptores µ, δ e κ também apresentam semelhanças estruturais e organizacionais 
(Mollereau et al., 1994; Nishi et al., 1994). Essas homologias sugerem que a N/OFQ e 
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os peptídeos opióides por um lado, e o receptor NOP e receptores opióides por outro, 
evoluíram em paralelo, a partir de ancestrais comuns (Mollereau et al., 1996; 
Reinscheid et al., 2000). 
Apesar de serem relacionados em termos evolutivos, o sistema da N/OFQ e o 
sistema opióide são farmacologicamente diferentes, já que vários agonistas e 
antagonistas opióides, inclusive o antagonista não seletivo naloxona, apresentam 
pouca ou nenhuma afinidade pelo receptor NOP (Caló et al., 2000b). Levando em 
consideração as semelhanças estruturais entre os dois sistemas e a farmacologia 
singular do receptor NOP, a União Internacional de Farmacologia (IUPHAR) sugeriu 
que o sistema da N/OFQ seja considerado como uma ramificação não-opióide dentro 
da família dos receptores opióides (IUPHAR Receptor Database, 2005). 
 
Distribuição do sistema N/OFQ – receptor NOP 
A N/OFQ e o receptor NOP são encontrados tanto no sistema nervoso central 
(SNC), como na periferia – órgãos periféricos, sistema nervoso periférico e sistema 
imune (Meunier, 1997; Darland et al., 1998; Mollereau, Mouledous, 2000). No SNC, o 
sistema da N/OFQ apresenta uma ampla distribuição, a qual foi bem descrita no 
encéfalo de roedores (Anton et al., 1996; Ikeda et al., 1998; Neal et al., 1999a,b; Florin 
et al., 2000). Neal e colaboradores (1999b), utilizando as técnicas de hibridização in 
situ e imunohistoquímica, mostraram uma alta correlação entre a distribuição do RNA 
mensageiro (RNAm) da ppN/OFQ e a distribuição do peptídeo N/OFQ. Ambos foram 
detectados principalmente no neocórtex, claustrum, septo lateral, núcleo intersticial da 
estria terminal, núcleos central e medial da amígdala, hipocampo, núcleo reticular do 
tálamo, hipotálamo, matéria cinzenta periaquedutal, substância negra, área tegmental 
ventral, núcleo interpeduncular, locus coeruleus, núcleos da rafe, assim como em 
vários núcleos sensoriais e motores do tronco cerebral e nas colunas dorsal e ventral 
da medula espinhal (Neal et al., 1999b). 
A distribuição do receptor NOP foi investigada através de estudos de hibridização 
in situ, imunohistoquímica e autoradiografia. Tanto a proteína, quanto o RNAm do 
receptor NOP foram encontrados em diversas regiões ao longo de todo o encéfalo de 
roedores, incluindo várias áreas corticais, o núcleo olfatório anterior, área septal, núcleo 
accumbens “shell”, núcleo intersticial da estria terminal, formação hipocampal, 
amígdala, tálamo, hipotálamo, matéria cinzenta periaquedutal, substância negra, área 
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tegmental ventral, núcleos da rafe, locus coeruleus, núcleos motores e sensoriais da 
ponte e bulbo e a medula espinhal (Anton et al., 1996; Neal et al., 1999a; Florin et al., 
2000). Apenas algumas áreas, incluindo o hilo do giro denteado no hipocampo, 
apresentam marcação imunohistoquimica do receptor NOP no corpo celular de 
neurônios. Na grande maioria das regiões do SNC o receptor NOP está localizado nas 
fibras nervosas, o que sugere que a N/OFQ apresenta ações predominantemente pré-
sinápticas (Anton et al., 1996). Em geral, as regiões que apresentam expressão do 
RNAm do receptor também apresentam marcação da proteína com o ligante radioativo 
(Neal et al., 1999a). Além disso, a distribuição do receptor combina geralmente com a 
distribuição do peptídeo (Darland et al., 1998). Essa organização anatômica sugere que 
o sistema da N/OFQ – receptor NOP pode modular circuitarias locais (Caló et al., 
2000b). De fato, Ikeda e colaboradores (1998) mostraram que o peptídeo é expresso 
principalmente em neurônios de tamanho médio, provavelmente interneurônios. Porém, 
a N/OFQ também foi encontrada em alguns (raros) neurônios de projeção (Ikeda et al., 
1998).  
A ampla distribuição da N/OFQ e seu receptor no sistema nervoso central sugere 
o envolvimento desse sistema em uma série de processos fisiológicos e 
comportamentais. Alguns desses efeitos serão descritos a seguir. 
 
Efeitos celulares da N/OFQ 
À semelhança dos receptores opiódes, o receptor NOP é um receptor 
metabotrópico acoplado a uma proteína G inibitória (Gi/o), cuja ativação leva à inibição 
da enzima adenilato ciclase e diminuição nos níveis de AMPc; ao bloqueio de canais de 
cálcio e à estimulação da condutância ao potássio (Meunier, 1997; Meis, 2003). Além 
disso, a ativação de receptores NOP já foi relacionada com a estimulação da via da 
Fosfolipase C/Ca2+/proteína quinase C e com a regulação de proteínas quinases 
ativadas por mitógeno (MAPKs), e consequentemente, com a transcrição gênica, o que 
sugere uma maior complexidade da sinalização intracelular induzida pela N/OFQ (New, 
Wong, 2002).  
Os efeitos da ativação de receptores NOP nos canais iônicos reduzem a 
excitabilidade neuronal e contribuem para a redução da liberação de 
neurotransmissores. De fato, estudos eletrofisiológicos mostraram um potente efeito 
inibitório da N/OFQ em diversas regiões encefálicas, como o núcleo dorsal da rafe, 
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locus coeruleus, substância cinzenta periaquedutal, amígdala, área tegmental ventral, 
hipocampo, tálamo e hipotálamo (Moran et al., 2000; Meis, 2003). Além disso, estudos 
in vitro mostraram que a N/OFQ reduziu a liberação de neurotransmissores em 
diferentes regiões do SNC como, por exemplo, noradrenalina no córtex, hipocampo, 
amígdala, hipotálamo e cerebelo; dopamina no estriado; serotonina no córtex; 
glutamato no córtex e amígdala lateral; GABA na amígdala lateral e acetilcolina no 
córtex e hipocampo (Shlicker & Morari, 2000; Meis & Pape, 2001; Cavallini et al., 2003; 
Kawahara et al., 2004).  
Alguns estudos in vivo também mostraram um efeito modulatório da N/OFQ na 
liberação de neurotransmissores. Murphy e colaboradores (1996) observaram que a 
injeção intracerebroventricular (i.c.v.) de N/OFQ inibiu a liberação de dopamina no 
núcleo accumbens de ratos anestesiados. O mesmo efeito foi obtido com a 
administração do peptídeo diretamente na área tegmental ventral (Murphy, Maidment, 
1999). A infusão de N/OFQ no estriado de ratos acordados inibiu a liberação de 
acetilcolina no mesmo local (Itoh et al., 1999). Recentemente, Uezu e colaboradores 
(2005) mostraram que camundongos nocautes, que não expressam o receptor NOP, 
apresentam um aumento da liberação intra-hipocampal de acetilcolina. Estes estudos 
sugerem que o sistema N/OFQ – NOP modula a transmissão sináptica em diferentes 
regiões e circuitos encefálicos, o que provavelmente contribui para seus vários efeitos 
comportamentais. 
 
Efeitos comportamentais da N/OFQ 
A ampla distribuição da N/OFQ e seu receptor no SNC motivou vários laboratórios 
a investigaram o envolvimento desse sistema em uma série de processos 
neurofisiológicos e comportamentais, sendo atualmente reconhecido o papel 
modulatório da N/OFQ em processos como a atividade locomotora, ansiedade, 
estresse, comportamento alimentar, nocicepção, dependência, aprendizagem e 
memória, entre outros (para revisões ver Darland et al., 1998; Caló et al., 2000b; 
Mollereau & Mouledous, 2000; Mogil & Pasternak, 2001; Heinricher, 2003; Meis, 2003; 
Gavioli, Caló, 2006). 
O envolvimento da N/OFQ nesses processos vem sendo estudado principalmente 
pela administração intracerebral de N/OFQ e pelo uso de camundongos nocautes que 
não expressam os receptores NOP ou o precursor da N/OFQ. Nos últimos anos houve 
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um grande avanço na descoberta e desenvolvimento de ligantes peptídicos e não-
peptídicos que atuam como agonistas e antagonistas seletivos do receptor NOP 
(Zaveri, 2003). Essas descobertas facilitaram o estudo e a compreensão do papel 
desempenhado pelo sistema N/OFQ – receptor NOP em cada um desses processos. 
O foco do presente estudo é o envolvimento do sistema da N/OFQ nos processos 
de aprendizagem e memória. Porém, antes de iniciar este assunto, alguns efeitos da 
N/OFQ que podem interferir com as tarefas de memória (como alterações na 
nocicepção, na atividade locomotora, na ansiedade e no processamento sensorial), 
assim como seus efeitos em processos que podem ser influenciados por aprendizagem 
e memória (como dependência e reforço) serão descritos. 
 
Nocicepção 
Os mesmos autores que isolaram e identificaram a N/OFQ observaram que este 
peptídeo, quando administrado no ventrículo lateral de camundongos, diminuiu o tempo 
de reação dos animais no teste da placa quente (Meunier et al., 1995) e no teste da 
retirada da cauda (“tail-flick” – Reinscheid et al., 1995). Esse efeito hiperalgésico era 
inesperado, já que a maioria dos opióides clássicos provoca uma analgesia (McNally, 
Akil, 2002). No entanto, trabalhos posteriores mostraram uma série de resultados 
contraditórios com a administração de N/OFQ, que incluem efeitos hiperalgésicos, 
analgésicos, ambos os efeitos ou ainda bloqueio da analgesia (para revisão ver Mogil, 
Pasternak, 2001). Apesar das divergências, parece ser mais aceito atualmente que a 
administração supra-espinhal (i.c.v., por exemplo) de N/OFQ provoca efeitos pró-
nociceptivos e/ou anti-analgésicos (bloqueio da analgesia opióide e não-opióide), 
enquanto sua administração na medula espinhal (intratecal) provoca analgesia (Mogil, 
Pasternak, 2001, Zeilhofer, Caló, 2003).  
O efeito pró-nociceptivo da administração i.c.v. da N/OFQ em camundongos foi 
bloqueado por antagonistas do receptor NOP, como o [NPhe1]N/OFQ(1-13)NH2 e o 
UFP-101 (Caló et al., 2000a, 2002). Além disso, o UFP-101 provocou por si só um 
efeito antinociceptivo quando administrado intracerebroventricularmente (Caló et al., 
2002; Rizzi et al., 2006) e um efeito pró-nociceptivo quando administrado na medula 
espinhal de camundongos (Rizzi et al., 2006), corroborando a hipótese de que a 
N/OFQ, tanto exógena quanto endógena, contribui para a analgesia espinhal, mas 
possui efeitos pró-nociceptivos em regiões encefálicas. Entretanto, camundongos 
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nocautes que não expressam o receptor NOP não apresentam diferenças no limiar de 
dor quando comparados aos camundongos selvagens (Nishi et al., 1997).  
 
Atividade locomotora 
Reinscheid e colaboradores (1995) observaram que, além da hiperalgesia, a 
administração i.c.v. de N/OFQ (10 nmol) provocou uma diminuição da atividade 
locomotora em camundongos. Este efeito foi posteriormente confirmado em ratos por 
Devine e colaboradores (1996b), que mostraram uma redução da locomoção após 
injeções i.c.v. do peptídeo nas doses de 1 e 10 nmol. Porém, injeções diárias de 
N/OFQ induziram uma rápida tolerância ao seu efeito hipolocomotor, a qual pôde ser 
observada já no segundo dia de tratamento (Devine et al., 1996b). Doses muito altas 
de N/OFQ (10 e 100 nmol) provocaram uma postura atípica, perda do controle motor e 
do tônus muscular em ratos (Devine et al., 1996a). Por outro lado, doses baixas (0,005 
- 0,05 nmol) do peptídeo promoveram um aumento da locomoção em camundongos 
(Florin et al., 1996). Esses dados sugerem que a N/OFQ pode apresentar um efeito 
bifásico sobre a atividade locomotora, inibitório em altas doses e estimulante em baixas 
doses. Vale ressaltar que o efeito hipolocomotor da N/OFQ (1 nmol) em camundongos 
foi bloqueado por antagonistas peptídicos seletivos do receptor NOP e, portanto, esses 
efeitos são devidos a ligações específicas do peptídeo (Rizzi et al., 2001; Caló et al., 
2002). Entretanto, os antagonistas NOP por si só não interferiram com a locomoção, o 
que sugere que a liberação de N/OFQ endógena não regula o tônus locomotor (Rizzi et 
al., 2001; Caló et al., 2002). Corroborando esta hipótese, camundongos nocautes para 
o receptor NOP apresentam uma atividade locomotora comparável aos camundongos 
selvagens (Nishi et al., 1997). 
 
Ansiedade e estresse 
Vários estudos mostraram que a administração i.c.v. de N/OFQ em ratos e 
camundongos provocou um efeito ansiolítico em diferentes modelos animais de 
ansiedade, como o teste do labirinto em cruz elevado, o teste de preferência claro-
escuro, comportamento exploratório de ambientes não familiares e o teste do conflito 
operante (Jenck et al., 1997; Gavioli et al., 2002). Em geral esses efeitos ansiolíticos 
são observados em doses mais baixas, que não prejudicam a atividade locomotora 
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(Jenck et al., 1997; Gavioli et al., 2002). Camundongos nocautes para o receptor NOP 
não apresentaram modificações comportamentais em relação aos camundongos 
selvagens quando avaliados no teste do labirinto em cruz elevado (Mamiya et al., 
1998). Por outro lado, camundongos nocautes que não expressam o precursor da 
N/OFQ apresentaram um aumento de comportamentos do tipo ansioso no campo 
aberto, labirinto em cruz elevado e no teste claro-escuro (Koster et al., 1999). Estes 
camundongos apresentaram ainda um prejuízo na adaptação ao estresse repetido 
(ausência de tolerância à analgesia induzida pelo estresse) e um aumento nos níveis 
de corticosterona (basal e após estresse leve), quando comparados com camundongos 
selvagens. Estes resultados suportam a hipótese de que a integridade do sistema da 
N/OFQ é importante para a geração de respostas normais de ansiedade e estresse, e 
sugerem uma importante função do sistema N/OFQ – NOP no desenvolvimento de 
estratégias adequadas que permitem lidar com o estresse repetido (Koster et al., 1999). 
Entretanto, resultados contraditórios foram relatados por Fernandez e 
colaboradores (2004), que observaram que a administração i.c.v de N/OFQ (0,01 a 1 
nmol) provocou efeitos ansiogênicos nos testes de preferência claro-escuro, labirinto 
em cruz elevado e campo aberto. Recentemente, Vitale et al. (2006) sugeriram que 
esse efeito ansiogênico pode ser devido aos efeitos hipolocomotores do peptídeo, já 
que uma dupla injeção de N/OFQ, capaz de induzir tolerância ao efeito locomotor, 
induz uma redução dos comportamentos relacionados com a ansiedade, sendo este 
efeito bloqueado pela administração prévia de UFP-101 (Vitale et al., 2006). Além 
disso, administrações sistêmicas do agonista não peptídico de receptores NOP, o Ro 
64-6198, promoveram efeitos ansiolíticos em ratos submetidos a uma variedade de 
testes de ansiedade, que avaliam tanto o medo incondicionado (no labirinto em cruz 
elevado), como o medo condicionado, avaliado por testes de conflito operante e 
potenciação da resposta de sobressalto (Jenck et al., 2000). Portanto, apesar das 
divergências, atualmente parece ser mais aceito na literatura que a N/OFQ e o Ro 64-
6198 produzem efeitos ansiolíticos.  
Alguns estudos mostraram ainda que a N/OFQ pode interferir com a regulação do 
eixo hipotálamo-hipófise (pituitária)-adrenal (HPA), pois injeções i.c.v. do peptídeo 
elevaram os níveis plasmáticos do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e de 
corticosterona em ratos não estressados, e aumentaram essas respostas hormonais 
em ratos que passaram pelo estresse da novidade (Devine et al., 2001; Fernandez et 
al., 2004). Além disso, a exposição a um estresse agudo diminuiu os níveis de N/OFQ 
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nos neurônios do prosencéfalo basal, indicando um possível envolvimento do peptídeo 
endógeno na regulação das respostas fisiológicas ao estresse (Devine et al., 2003).  
 
Processamento sensorial 
Levando em consideração a alta expressão da N/OFQ e do receptor NOP em 
áreas encefálicas que fazem parte das vias auditivas, visuais e olfativas, alguns autores 
sugeriram que a N/OFQ poderia modular o processamento e/ou integração de cada 
uma dessas funções (Darland et al., 1998; Neal et al, 1999a,b; Mollereau e Mouledous, 
2000). Camundongos nocautes que não expressam o receptor NOP apresentam 
prejuízo na recuperação da habilidade auditiva após exposição a um som intenso (Nishi 
et al., 1997), o que sugere uma participação da N/OFQ na regulação do sistema 
auditivo. Entretanto, os efeitos da administração do peptídeo sobre o processamento 
de informações auditivas, assim como de informações visuais e olfativas, ainda não é 
conhecido.  
 
Dependência e reforço 
Apesar da sua semelhança com os opióides endógenos, a N/OFQ não induz 
preferência nem aversão condicionada de lugar, o que indica ausência de efeitos 
motivacionais (Devine et al., 1996a; Ciccocioppo et al., 2000a). No entanto, 
administrações i.c.v. de N/OFQ bloquearam a aquisição da preferência condicionada 
de lugar induzida pela morfina (Murphy et al., 1999; Ciccocioppo et al., 2000b), pelo 
etanol (Ciccocioppo et al., 2000a; Kuzmin et al., 2003) e por psicoestimulantes como a 
cocaína e a anfetamina (Kotlinska et al., 2003; Sakoori, Murphy, 2004). Administrações 
sistêmicas do agonista NOP Ro 64-6198 também bloquearam a aquisição da 
preferência condicionada de lugar induzida tanto pelo etanol (Kuzmin et al., 2003), 
como pela morfina (Shoblock et al., 2005). Além disso, administrações i.c.v. de N/OFQ 
impediram o desenvolvimento da sensibilização comportamental aos efeitos 
estimulantes da cocaína e anfetamina (Lufty et al., 2002; Kotlinska et al., 2003).  
Em conjunto, esses resultados sugerem que a N/OFQ bloqueia as propriedades 
reforçadoras de diferentes tipos de drogas de abuso. De fato, Ciccocioppo e 
colaboradores (2000a) mostraram que a administração de N/OFQ reduziu o consumo 
de etanol em ratos geneticamente selecionados que apresentam preferência ao álcool. 
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Alternativamente, os efeitos do peptídeo sobre a preferência condicionada de lugar e a 
sensibilização comportamental induzidas por drogas de abuso podem ser devidos a 
uma interferência da N/OFQ com os processos de aprendizagem e memória. Durante a 
fase de aquisição destes dois processos, os animais recebem repetidos pareamentos 
da injeção da droga com o ambiente de teste e, portanto, a aquisição desses 
comportamentos pode ser influenciada por “pistas” contextuais presentes no momento 
da administração da droga (Robinson et al., 1998; Quadros et al., 2003). Assim sendo, 
é possível que, além de influenciar as propriedades motivacionais, o sistema da N/OFQ 
também interfira, neste caso, com a aquisição de uma representação contextual do 
local de teste, ou com a associação do ambiente de teste com os efeitos das drogas de 
abuso.  
 
Sistema N/OFQ – NOP e os processos de aprendizagem e memória 
A alta concentração de receptores NOP no hipocampo e córtex cerebral chamou 
a atenção para o possível envolvimento do novo sistema nos processos de 
aprendizagem e memória (Anton et al., 1996; Mollereau et al., 1994).  
Sandin e colaboradores (1997) foram os primeiros em observar que a infusão de 
N/OFQ (10 nmol) na região CA3 do hipocampo de ratos provocava um forte prejuízo na 
versão espacial do labirinto aquático de Morris. O labirinto aquático consiste em uma 
piscina circular que apresenta uma plataforma submersa em uma posição fixa e 
previamente definida. O teste pode apresentar duas versões diferentes, a versão 
espacial e a versão por pista. Na primeira, a plataforma fica submersa, invisível e fixa 
em determinada posição do labirinto. Para localizá-la e escapar da água, os animais 
devem utilizar dicas ou pistas presentes na sala (por exemplo, uma porta, janela, 
quadros, bancada, etc.). Na versão por pista, a plataforma é visível ou sinalizada por 
alguma pista, porém sua localização varia em cada sessão.  Nesta versão o animal não 
precisa utilizar as dicas espaciais do ambiente, apenas deve reconhecer a plataforma 
ou a pista associada à mesma e nadar até ela. Como esta segunda versão não foi 
testada no estudo de Sandin et al. (1997), permaneceu a dúvida de se a N/OFQ 
interferiria seletivamente com a versão espacial desta tarefa, ou provocaria um prejuízo 
mais geral. 
Redrobe e colaboradores (2000) mostraram que o pré-tratamento com [Nphe1]-
Nociceptina(1-13)-NH2, um antagonista seletivo do receptor NOP (Caló et al., 2000a), 
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foi capaz de reverter o prejuízo observado pela administração intra-hipocampal de 
N/OFQ, mas não alterou por si só o desempenho dos animais na versão espacial do 
labirinto aquático. Este resultado reforça a hipótese de que os efeitos observados com 
a N/OFQ nesta tarefa são devidos à ativação de receptores NOP. Além disso, estes 
autores verificaram que o prejuízo induzido pelo peptídeo não foi devido a diferenças 
na habilidade de natação ou a uma interferência com a capacidade visual dos animais, 
pois a N/OFQ não alterou a velocidade de natação durante o teste com a plataforma 
escondida, e o mesmo tratamento não alterou a latência dos animais para localização 
da plataforma visível (versão por pista, Redrobe et al., 2000). Posteriormente, Sandin e 
colaboradores (2004) verificaram que a administração de 3 nmol de N/OFQ no 
hipocampo dorsal de ratos prejudica, enquanto 1 e 0,33 nmol de N/OFQ melhoram a 
aquisição e retenção da versão espacial do labirinto aquático, o que sugere um efeito 
bifásico da N/OFQ na memória. Tanto o efeito facilitatório quanto o efeito inibitório 
foram revertidos por administrações intra-hipocampais de um antagonista seletivo de 
receptores NOP, indicando que ambos os efeitos são mediados pela ativação destes 
receptores no hipocampo. Porém, a administração intra-hipocampal de 0,1 nmol de 
N/OFQ não apresentou efeitos (Sandin et al., 2004). Utilizando administrações i.c.v., 
Ciccocioppo e colaboradores (2000b) verificaram que as doses de 0,55 ou 0,28 nmol 
de N/OFQ não interferiram com o desempenho dos animais nesta mesma tarefa. 
Portanto, mais estudos são necessários para entender os efeitos de doses baixas da 
N/OFQ. Em camundongos, a administração sistêmica do agonista de receptores NOP, 
Ro 64-6198, provocou os mesmos efeitos observados com as doses mais altas de 
N/OFQ, isto é, prejudicou a versão espacial do labirinto aquático, sem afetar a versão 
por pista (Higgins et al., 2002).  
Outra tarefa que também apresenta um componente espacial, o teste de 
localização da água, foi afetada por administrações i.c.v. de N/OFQ em camundongos 
(Noda et al., 2000). Esta tarefa é realizada em um aparelho de campo aberto que 
possui uma alcova com uma fonte de água (bebedouro). No dia do treino, 
camundongos não privados de água são colocados no aparelho e podem explorá-lo 
livremente por um determinado tempo. No dia seguinte, os mesmos animais, privados 
de água, são colocados novamente no aparelho e é registrada a latência para a 
entrada na alcova e o tempo entre a entrada na alcova e o inicio do comportamento de 
beber água. Os animais que passaram pelo treino apresentam um melhor desempenho 
durante o teste, quando comparados com animais igualmente privados de água que 
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não tiverem uma experiência prévia no ambiente de treino. Como durante o treino os 
animais não tinham motivação para encontrar a fonte de água (pois não estavam 
privados), os autores sugeriram que o bom desempenho durante o teste reflete uma 
aprendizagem latente espacial, ocorrida durante o treino (Noda et al., 2000). A 
administração i.c.v. de N/OFQ em camundongos, antes do treino, prejudicou o 
desempenho dos animais no dia do teste (Noda et al., 2000). 
Além disso, injeções i.c.v. de N/OFQ também prejudicaram a tarefa de esquiva 
inibitória em camundongos (Hiramatsu, Inoue, 1999a,b). Esta tarefa consiste 
basicamente em uma sessão de treino, na qual o animal é punido com um choque nas 
patas após emitir um determinado comportamento (passar de um compartimento da 
caixa de esquiva para o outro ou descer de uma plataforma), e em uma sessão de 
teste de retenção, na qual o tempo (latência) que o animal leva para emitir o mesmo 
comportamento é registrado e utilizado como uma medida de aprendizagem. Animais 
normais aprendem a inibir esse comportamento que foi punido e, portanto, apresentam 
uma latência muito maior no teste de retenção quando comparada com a que foi 
apresentada no treino. Uma outra interpretação deste modelo é que o animal pode 
associar o choque nas patas com o ambiente onde o mesmo foi apresentado e, 
portanto, evita entrar ou permanecer nesse mesmo ambiente durante o teste (Xavier, 
1982a,b).  A injeção i.c.v. de N/OFQ antes da sessão de treino diminuiu a latência dos 
animais durante o teste, sem interferir com a reação ao choque dos animais durante o 
treino, o que sugere que o peptídeo interferiu com a aquisição do comportamento de 
esquiva (Hiramatsu, Inoue, 1999a,b). Entretanto, Mamiya e colaboradores (1999), 
utilizando o método de tentativas múltiplas para a aquisição da esquiva inibitória, 
observaram que a administração i.c.v. pré-treino de N/OFQ não alterou o número de 
tentativas para atingir um critério de aquisição durante o treino, mas diminuiu a latência 
de retenção durante o teste. Com base neste resultado, os autores sugeriram que o 
peptídeo não afeta a aquisição, mas interfere com o processo de retenção do 
comportamento de esquiva.  
Estudos com camundongos nocautes que não expressam o receptor NOP 
corroboram os achados com estudos farmacológicos. Estes camundongos mutantes, 
quando comparados com os selvagens, apresentaram um melhor desempenho no 
teste de localização da água (Mamiya et al., 1998), no teste de retenção da esquiva 
inibitória e na versão espacial do labirinto aquático de Morris (Manabe et al., 1998). 
Estes efeitos não parecem ser devidos a uma interferência com a sensibilidade ao 
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choque, pois os camundongos nocautes e selvagens apresentaram o mesmo número 
de tentativas para adquirir o critério de aquisição do comportamento de esquiva, nem a 
uma interferência com a atividade motora ou habilidade de natação dos animais, pois a 
velocidade de movimentação durante o teste do labirinto aquático foi semelhante nos 
dois grupos. Além disso, o desempenho dos camundongos nocautes foi igual ao dos 
selvagens na versão por pista do labirinto aquático (Manabe et al., 1998). Por outro 
lado, camundongos nocautes que não expressam o peptídeo N/OFQ foram inicialmente 
descritos como semelhantes aos camundongos selvagens no desempenho da versão 
espacial do labirinto aquático (Koster et al., 1999), porém, uma melhora na tarefa de 
esquiva inibitória, assim como um melhor desempenho durante o treino da versão 
espacial do labirinto aquático foram posteriormente relatados (Higgins et al., 2002). Em 
conjunto, estes trabalhos sugerem que o sistema da N/OFQ modula seletivamente 
tarefas que apresentam um componente espacial. 
Outra tarefa afetada pela administração i.c.v. de N/OFQ foi o teste de alternância 
espontânea no labirinto em Y.  Esta tarefa é baseada na tendência natural de roedores 
de alternar suas entradas nos diferentes braços do labirinto em sucessivas 
oportunidades. Para isso, o animal precisa lembrar quais foram os dois últimos braços 
visitados e atualizar essa informação a cada nova visita. Portanto, esta tarefa é muito 
utilizada para avaliar a memória operacional2 (working memory) espacial em animais. 
Hiramatsu e Inoue (1999a,b) observaram que a administração i.c.v. de N/OFQ 
prejudicou o comportamento de alternância espontânea em camundongos.  Entretanto, 
utilizando doses mais baixas do peptídeo (ver tabela 1), Mamiya e colaboradores 
(1999) não observaram efeitos na mesma tarefa. De acordo com este último resultado, 
camundongos nocautes que não expressam o receptor NOP apresentaram um 
comportamento de alternância espontânea semelhante ao de camundongos selvagens 
no labirinto em Y (Mamiya et al., 1999, Nabeshima et al., 1999).  
É possível que, no estudo de Hiramatsu e Inoue (1999a,b), a N/OFQ tenha 
interferido com o componente espacial da tarefa e não com o componente de memória 
operacional propriamente dito, porém, esta hipótese requer futuras investigações. No 
entanto, Higgins e colaboradores (2002) mostraram que administrações sistêmicas de 
Ro 64-6198 em ratos prejudicaram uma outra tarefa de memória operacional que 
                                            
2 A memória operacional consiste em um tipo de memória na qual a informação dada por um estímulo ou 




apresenta o componente espacial reduzido (mas não completamente ausente) em 
relação às tarefas de labirinto: o teste de amostragem coincidente ou não coincidente 
com retardo (conhecido em inglês como “delayed matching/nonmatching to position”) 
em caixas de comportamento operante. Neste tipo de tarefa, o animal deve lembrar de 
uma barra apresentada como amostra e escolher, após determinado intervalo de 
tempo, entre duas barras, a mesma apresentada previamente (amostragem 
coincidente) ou uma nova (amostragem não-coincidente). A administração do agonista 
NOP Ro 64-6198 prejudicou o desempenho dos animais tanto no teste de amostragem 
coincidente, como no de amostragem não-coincidente, a partir de retardos de 8 
segundos de duração (Higgins et al., 2002). 
Embora mais estudos sejam necessários para esclarecer o papel da N/OFQ sobre 
a memória operacional, a grande maioria dos trabalhos apresentam dados consistentes 
com uma modulação, pelo sistema da N/OFQ, da memória espacial.  
É bem aceito na literatura que tarefas que envolvem a exploração de ambientes e 
a aprendizagem espacial dependem do hipocampo (O’Keefe, Nadel, 1979; Gray, 1982; 
Morris et al., 1982; Oliveira, 1994; Oliveira et al., 1997; Eichenbaum, 2000). Lesões 
nesta estrutura afetam uma variedade de tarefas que apresentam um componente 
espacial, as quais incluem a versão espacial do labirinto aquático de Morris (Morris et 
al., 1982), a esquiva inibitória (Gray, 1982; Martinez et al., 2002; Quiroz et al., 2003), e 
tarefas de memória operacional espacial como o teste de alternância espontânea em 
labirintos em T ou em Y (O’Keefe, Nadel, 1979, Lalonde, 2002). Estes estudos estão de 
acordo com uma das principais teorias acerca da função hipocampal nos processos de 
aprendizagem e memória: a teoria do mapeamento cognitivo de O’Keefe e Nadel 
(1978), a qual propõe que o hipocampo é responsável pela formação de uma 
representação mental do ambiente ou contexto onde o animal se encontra. Esta 
hipótese foi baseada em uma série de estudos com lesões e na descoberta das 
chamadas “células de lugar” no hipocampo – células que disparam potenciais de ação 
quando o animal se encontra em um determinado local do espaço, independentemente 
da atividade que o animal executa nesse local (O’Keefe, Nadel 1978). 
Entretanto, vários estudos mostraram que as lesões de hipocampo em animais, 
assim como em seres humanos, afetam apenas alguns, mas não todos os tipos de 
aprendizagem (Clark, Squire, 1998; Squire, 1992). Em humanos, o tipo de memória 
afetada por lesões no hipocampo – estudada principalmente em pacientes amnésicos 
com lesões no lobo temporal medial – é chamado de memória explícita ou declarativa, 
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a qual envolve a habilidade de armazenar e recordar ou reconhecer conscientemente 
fatos e acontecimentos (Bueno, Oliveira, 2004). Já a memória chamada de implícita ou 
não declarativa, que envolve a capacidade inconsciente de adquirir gradualmente uma 
habilidade percepto-motora ou cognitiva (Bueno, Oliveira, 2004), não é prejudicada 
nesses pacientes (Squire, 1992).  
Em animais de laboratório também ocorre prejuízo seletivo de memória após um 
dano no sistema hipocampal. Um dos exemplos mais conhecidos foi apresentado por 
Morris e colaboradores (1982), que mostraram que ratos com lesões nessa estrutura 
apresentaram um prejuízo na versão espacial do labirinto aquático, mas 
desempenharam normalmente a versão por pista no mesmo labrinto. Segundo a teoria 
de O’Keefe e Nadel (1978), o prejuízo ocorre porque animais com lesões hipocampais 
não são capazes de usar uma estratégia espacial, baseada no mapeamento cognitivo, 
mas podem usar uma estratégia de orientação ou uma estratégia de guiamento, que 
são mediadas por estruturas não hipocampais. Esta teoria confirmou a natureza 
seletiva dos efeitos de lesões hipocampais, e reforçou a idéia da existência de sistemas 
múltiplos de memória. 
Os resultados descritos até o momento com administrações de N/OFQ ou do 
agonista NOP – Ro 64-6198 – nas diferentes tarefas de memória (sumarizados na 
tabela 1) sugerem, portanto, que o perfil de efeitos observado após a ativação de 
receptores NOP nos processos de aprendizagem e memória é muito semelhante ao 
perfil observado após lesões hipocampais. Por conseguinte, podemos supor que a 
N/OFQ modula seletivamente as tarefas espaciais porque interfere preferencialmente 
com a função hipocampal. De fato, estudos in vitro mostraram que aplicações de 
N/OFQ no giro denteado e na região CA1 do hipocampo inibem a transmissão sináptica 
e a indução da potenciação de longo prazo ou LTP (do inglês Long-term Potentiation, 
Yu et al., 1997; Yu, Xie, 1998), uma forma de plasticidade sináptica de longa duração 
proposta como um dos possíveis mecanismos celulares de alguns tipos de 
aprendizagem e memória (Morris et al., 1986; Bliss, Collingridge, 1993). Estes estudos 
sugerem que a ativação de receptores NOP no hipocampo modula a plasticidade 
sináptica requerida nos processos mnemônicos (Goda, Mutneja, 1998). Corroborando 
esta hipótese, camundongos nocautes que não expressam os receptores NOP 




Tabela 1 – Efeitos da N/OFQ e do agonista NOP Ro 64-6198 em tarefas que avaliam 
aprendizagem e memória. 
Tarefa Animais Droga Dose Via e período da Efeito Referência
administração
Labirinto aquático
    Versão espacial Ratos N/OFQ 10; 5 ou 3,3 intra-hipocampal; Prejuízo Sandin et al. 1997, 2004
nmol 15 min pré-treino Redrobe et al. 2000
N/OFQ 1 ou 0,33 intra-hipocampal; Melhora Sandin et al. 2004
nmol 15 min pré-treino
0,55 ou 0,28 i.c.v.; 5 min pré- Sem efeito Ciccocioppo et al. 2000
nmol treino
Camundongos Ro 64-6198 1,0 ou 0,3 i.p.; 30 min pré- Prejuízo Higgins et al. 2002
mg/Kg treino
    Versão por pista Ratos N/OFQ 5 ou 3,3 intra-hipocampal; Sem efeito Redrobe et al. 2000
nmol 15 min pré-treino Sandin et al. 2004
Camundongos Ro 64-6198 1,0 ou 0,3 i.p.; 30 min pré- Sem efeito Higgins et al. 2002
mg/Kg treino
Esquiva inibitória
    Step-down Camundongos N/OFQ 5; 1,5 ou i.c.v.; 30 min pré- Prejuízo com Hiramatsu & Inoue
0,5 nmol treino 5 nmol 1999a,b
    Step-through Camundongos N/OFQ 10; 5 ou 1 i.c.v.; 10 min pré- Prejuízo com Mamiya et al. 1999
pmol treino 10 pmol
Teste de localização Camundongos N/OFQ 1 pmol i.c.v.; 10 min pré- Prejuízo Noda et al. 2000
da água treino
Reversão Camundongos N/OFQ 5; 1,5 ou i.c.v.; 30 min pré- Prejuízo com Hiramatsu & Inoue 
espontânea no 0,5 nmol teste 1,5 e 5 nmol 1999a,b
labirinto em Y
10; 5 ou 1 i.c.v.; 10 min pré- Sem efeito Mamiya et al. 1999
pmol teste
Amostragem Ratos Ro 64-6198 6,0; 1,0 ou i.p.; 30 min pré- Prejuízo com Higgins et al. 2002





    ao contexto Camundongos N/OFQ 1 ou 0,01 i.c.v.; pós-treino Prejuízo Mamiya et al. 2003
nmol





A dissociação que ocorre após a lesão hipocampal também pode ser observada 
em tarefas aversivamente motivadas, muito utilizadas para o estudo da memória 
emocional. Animais com lesões no hipocampo apresentam prejuízo na tarefa chamada 
de condicionamento clássico de medo ao contexto, mas desempenham normalmente 
uma tarefa semelhante, dita condicionamento clássico de medo ao som (Kim, 
Fanselow, 1992; Phillips, LeDoux, 1992).  
O condicionamento clássico de medo é uma forma de condicionamento 
Pavloviano, no qual um estímulo neutro, como um som, é pareado com um estímulo 
aversivo, geralmente um choque. Após um ou mais pareamentos, dependendo de sua 
relação temporal com o estímulo aversivo, o som por si só passa a predizer a 
ocorrência do choque, provocando respostas características de medo. O estímulo 
neutro é por isso chamado de estímulo condicionado (CS), o choque, de estímulo 
incondicionado (US), e as respostas, de respostas condicionadas. Em ratos, estas 
respostas condicionadas incluem: (a) mudanças comportamentais, como uma completa 
imobilidade do animal com ausência de movimentos de vibrissas e farejamentos – 
comportamento conhecido como congelamento ou “freezing” (Blanchard, Blanchard, 
1969, 1972; Fanselow, Bolles, 1979; LeDoux, 1993; Fendt, Fanselow, 1999); (b) 
mudanças no sistema autônomo, principalmente na frequência cardíaca e pressão 
sanguínea (Cohen, Randall, 1984; LeDoux, 1993); (c) alterações neuroendócrinas (Van 
de Kar et al 1991; LeDoux, 1993), entre outras. As respostas condicionadas ao CS são 
semelhantes às respostas de medo inatas, que também fazem parte do repertório 
comportamental do animal frente a um predador. A natureza associativa destas 
respostas condicionadas foi demonstrada por estudos que observaram que as mesmas 
não ocorrem após a apresentação de um CS que não tenha sido pareado previamente 
com um US ou após apresentações ao acaso de CS e US (Blanchard, Blanchard, 
1969; Bueno et al, 1993; LeDoux, 1993). 
Respostas condicionadas de medo podem ser também observadas colocando-se 
o animal no mesmo ambiente onde um estímulo aversivo (US) foi previamente 
experimentado. Neste caso, as respostas não são provocadas por um estímulo que foi 
explicitamente pareado com o US, mantendo com este uma relação temporal 
específica, e sim por alguma combinação dos vários estímulos ditos “contextuais” que 
estavam presentes no ambiente onde o choque nas patas ocorreu e continuam 
presentes no momento em que o animal retorna a esse ambiente. Tais respostas 
podem ser consideradas como condicionadas a dicas estáticas, de “background” ou 
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contextuais (Blanchard, Blanchard, 1969, 1972; Kim, Fanselow, 1992; Phillips, LeDoux, 
1992).   
Segundo Phillips & LeDoux (1992), embora estes dois tipos de estímulos 
condicionados, som e contexto, eliciem respostas emocionais idênticas (congelamento, 
defecação, micção, piloereção, etc.), eles apresentam algumas diferenças marcantes: 
(1) no condicionamento contextual, o estímulo condicionado não é restrito a uma 
simples modalidade sensorial; (2) os CSs contextuais estão continuamente presentes 
e, portanto, não são apresentados ao animal de maneira precisa, temporalmente 
relacionados com o US; (3) os CSs contextuais predizem uma situação geral na qual o 
US pode provavelmente ocorrer, mas não predizem o início de nenhum US particular. 
Além disso, foi demonstrado que diferentes substratos neurais medeiam estas 
duas formas de condicionamento. Lesões no hipocampo, antes da sessão de aquisição 
(Kim, Fanselow, 1992; Phillips, LeDoux, 1992) ou até 24 horas após (Kim, Fanselow, 
1992; Anagnostaras et al, 1999a), prejudicam o condicionamento ao contexto, porém 
não interferem no condicionamento a um estímulo discreto como o som. No entanto, 
esses dois tipos de condicionamento são afetados pela lesão da amígdala (Phillips, 
LeDoux, 1992; Maren et al, 1996). Estes resultados sugerem que a amígdala 
provavelmente está envolvida na formação de associações entre o estímulo 
incondicionado aversivo e algum dos vários tipos de estímulos condicionados, variando 
do mais simples (como o som) para o mais complexo (como o contexto). Já o 
hipocampo é importante para algumas, mas não todas as formas de condicionamento 
de medo. Especificamente a associação contexto-choque requer um hipocampo 
intacto, possivelmente devido a sua função geral sobre o processamento de 
informações espacias e a formação de mapas cognitivos (O'Keefe, Nadel, 1978). 
Considerando que o peptídeo N/OFQ e o receptor NOP são expressos tanto na 
amígdala como no hipocampo, é possível que este sistema esteja envolvido com os 
dois tipos de condicionamentos, ao som e ao contexto. Higgins e colaboradores (2002) 
mostraram que camundongos nocautes que não expressam o precursor da N/OFQ 
apresentaram um aumento da resposta condicionada de medo a um estímulo discreto 
(som ou luz), quando comparados com os camundongos selvagens. Entretanto, estes 
autores realizaram o teste de condicionamento ao estímulo discreto colocando os 
animais no mesmo contexto onde foram treinados. Esse procedimento não permite 
saber que tipo de condicionamento está sendo afetado pela manipulação do sistema da 
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N/OFQ, o condicionamento ao contexto, o condicionamento ao estímulo discreto, ou 
ambos.  
Posteriormente, Mamiya e colaboradores (2003) mostraram que camundongos 
nocautes que não expressam o receptor NOP apresentaram um melhor desempenho 
no condicionamento de medo ao contexto, mas não ao som, quando comparados com 
os animais selvagens. Por outro lado, os mesmos autores verificaram que a 
administração i.c.v. de N/OFQ nos camundongos selvagens, imediatamente após o 
treino, prejudicou a resposta de medo condicionada ao contexto sem interferir com o 
condicionamento ao som, o que sugere um envolvimento do sistema da N/OFQ na 
consolidação do condicionamento de medo ao contexto em camundongos, 
corroborando a hipótese de que este peptídeo pode modular seletivamente a memória 
do tipo espacial, dependente do hipocampo.  
A tarefa de condicionamento clássico de medo apresenta a vantagem de poder 
ser adquirida em apenas uma sessão de treino, o que permite interferir em diferentes 
fases da memória. Por exemplo, a administração de uma droga antes da sessão de 
treino pode influenciar a aquisição de uma nova informação (Rodrigues et al., 2004). Já 
o intervalo de tempo imediatamente após a aquisição de uma informação é 
caracterizado como o período no qual essa informação torna-se consolidada 
(McGauch, 1966; Izquierdo, Medina, 1993). A administração de uma droga durante 
esse período pode, portanto, influenciar a consolidação, sem apresentar nenhum efeito 
direto sobre a aquisição da informação durante o treino nem sobre a evocação ou a 
expressão dessa informação durante o teste, o qual é realizado geralmente 24 horas 
após o treino (White, Salinas, 1998). Como no estudo de Mamiya et al., (2003) foram 
realizadas apenas administrações pós-treino, os efeitos da administração i.c.v. de 
N/OFQ, antes da sessão de treino, sobre a aquisição do condicionamento clássico de 
medo, tanto ao contexto como ao som, ainda não são conhecidos.  
Levando em consideração o efeito inibitório da N/OFQ sobre a aquisição de 
tarefas que apresentam um componente espacial e são dependentes da integridade da 
formação hipocampal (como a esquiva inibitória e o labirinto aquático), podemos supor 
que a aquisição do condicionamento de medo ao contexto possa ser afetada pela 
N/OFQ exógena, administrada tanto diretamente no hipocampo dorsal como no 
ventrículo lateral (i.c.v.) antes da sessão de treino. Porém, considerando o 
envolvimento da amígdala na aquisição de respostas condicionadas de medo e a alta 
concentração de receptores NOP nesta região, não podemos excluir a possibilidade de 
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que a administração i.c.v. de N/OFQ interfira também com a aquisição do 
condicionamento ao som.  Além disso, é importante verificar se a administração pós-
treino de N/OFQ em ratos também provoca os mesmos efeitos observados em 
camundongos (isto é, prejuízo seletivo da consolidação do condicionamento de medo 
ao contexto), já que alguns autores mostraram importantes diferenças entre espécies 
com relação aos efeitos provocados por ligantes do receptor NOP (Higgins et al., 2001; 
Varty et al., 2005). 
Variabilidade individual na tarefa de condicionamento de medo ao contexto: 
possível envolvimento do sistema da N/OFQ 
No nosso laboratório, a participação da N/OFQ endógena no condicionamento de 
medo ao contexto foi sugerida por um estudo prévio, no qual foi realizada a análise do 
perfil de expressão gênica em animais que apresentam diferentes níveis de resposta 
de congelamento condicionada ao contexto. Realizando as sessões de 
condicionamento de medo ao contexto durante quatro dias consecutivos, e medindo o 
tempo de congelamento no intervalo de tempo imediatamente antes da apresentação 
do choque nas patas em cada dia (sessões de treino), foi possível classificar os 
animais em dois grupos experimentais com comportamentos extremos bem 
característicos: um grupo apresentou um alto índice de congelamento durante todas as 
sessões, formando o grupo de alto desempenho (AD), enquanto o outro manteve esse 
índice muito baixo, constituindo o grupo de baixo desempenho (BD, Schenberg et al., 
2006). 
Devido ao envolvimento do hipocampo na circuitaria do condicionamento de medo 
ao contexto (Kim, Fanselow, 1992; Philips, Ledoux, 1992), levantamos a hipótese de 
que possíveis alterações na expressão gênica dos animais AD e BD nesta região 
poderiam explicar os diferentes desempenhos observados. Para verificar esta 
possibilidade foi utilizada a técnica de “DNAc Microarray”3, a qual permite a detecção e 
quantificação simultânea de um grande número de RNA mensageiros presentes na 
região de interesse e oferece ainda a possibilidade de comparar o nível de expressão 
                                            
3 A técnica de “DNA microarray” foi realizada no Canadá, em colaboração com o Professor Dr. José 
Nóbrega, do Centre for Addiction and Mental Health (Toronto – Canadá). Para essa técnica foi utilizada 
uma membrana de nylon comercial (Human Neurobiology nylon array da Clontech).  Os RNA 
mensageiros das amostras foram marcados com fósforo (33P) e as imagens de hibridização foram 
analisadas por um sistema de software (ArrayVision, Imaging Research, Canadá)  
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de um mesmo RNA mensageiro em dois grupos experimentais (Schena et al., 1995; 
Duggan et al., 1999; Yoshikawa et al., 2000; Dent et al., 2001; Marcotte et al., 2001). 
A análise do perfil de expressão gênica dos animais AD e BD, realizada duas 
semanas após a classificação, apontou para um possível aumento na expressão basal 
do gene que codifica o precursor da N/OFQ nos animais BD em relação aos animais 
AD (dados não publicados). Este resultado está de acordo com os trabalhos descritos 
anteriormente, que mostraram uma função inibitória da N/OFQ sobre a aquisição de 
tarefas de aprendizagem espacial e sobre a plasticidade sináptica no hipocampo. Com 
base nessas evidências podemos supor que o sistema da N/OFQ, no hipocampo, 
possa estar envolvido na gênese dos diferentes desempenhos observados no 
condicionamento de medo ao contexto entre os animais AD e BD. No entanto, na 
técnica de DNAc microarray, a interação entre uma série de fatores inerentes ao 
método e o grande número de comparações simultâneas podem provocar a ocorrência 
de resultados falso-positivos (Marcotte et al., 2001). Por este motivo, e pela 
impossibilidade de obter uma quantificação precisa de genes específicos, é bem aceito 
na literatura a necessidade de uma corroboração através de metodologias 
independentes. Uma técnica bastante utilizada para este propósito é a hibridização in 
situ, a qual oferece ainda a possibilidade de uma análise detalhada da expressão do 
RNA mensageiro de interesse em diferentes estruturas encefálicas que podem ser 
importantes para o condicionamento de medo.  
Além da análise da expressão basal do RNAm do precursor da N/OFQ em 
animais que apresentam diferentes desempenhos no condicionamento de medo ao 
contexto, outra abordagem que pode ser utilizada para investigar a relação entre a 
N/OFQ e a memória emocional é investigar o efeito da tarefa de condicionamento 
sobre a expressão deste peptídeo. Estudos anteriores verificaram que o 
condicionamento de medo induz a expressão de uma série de genes no hipocampo e 
na amígdala (Stork et al, 2001; Mei et al., 2005; Keeley et al., 2006), e a exposição a 
um ambiente previamente pareado com o choque aumenta a expressão do RNAm da 
pré-proencefalina (precursor de agonistas endógenos para o receptor δ opióide) no 
núcleo central da amígdala (Petrovich et al., 2000). Considerando as semelhanças 
entre o sistema da N/OFQ e dos peptídeos opióides, e o envolvimento do sistema da 
N/OFQ nos processos de aprendizagem e memória, é possível que o treino ou o teste 
de condicionamento de medo ao contexto possam também influenciar a expressão 




O objetivo geral do presente estudo foi investigar, através de estudos 
farmacológicos e moleculares, o envolvimento do peptídeo N/OFQ na memória 
emocional, avaliada pelas tarefas de condicionamento de medo ao contexto e a um 
estímulo discreto (som). Para isso, este trabalho apresenta-se dividido em duas etapas, 
com os seguintes objetivos específicos: 
 
Etapa 1: 
 Determinar os efeitos da administração intracerebroventricular (i.c.v.) e 
intrahipocampal de N/OFQ sobre o condicionamento de medo ao contexto e 
ao som (para um resumo dos experimentos realizados na Etapa 1 ver quadro 
no Anexo 1). 
 
Etapa 2: 
 Verificar, através da técnica de hibridização in situ, se os animais 
classificados pelo baixo desempenho na tarefa de condicionamento de medo 
ao contexto (grupo BD) apresentam uma maior expressão basal do RNAm do 
precursor da N/OFQ quando comparados com os animais classificados pelo 
alto desempenho na mesma tarefa (grupo AD), confirmando assim os dados 
obtidos com o DNAc microarray,  e estender esses dados verificando a 
expressão do RNAm da ppN/OFQ em outras regiões cerebrais nos animais 
AD e BD. 
 
 Analisar a expressão do RNAm do precursor da N/OFQ durante o processo 
de condicionamento de medo ao contexto e durante a evocação/expressão 
do medo condicionado ao contexto. 
_____________________________________________________________________________ Etapa 1 
 24 
ETAPA 1 – Efeitos da N/OFQ sobre as tarefas de condicionamento de medo ao 
contexto e ao som 
 
Esta etapa teve como objetivo geral verificar os efeitos da N/OFQ, administrada 
tanto antes como imediatamente após o treino de condicionamento, sobre as tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som.  
 
MATERIAL E MÉTODOS GERAIS 
 
Animais 
Foram utilizados ratos Wistar, machos, com três meses de idade, provenientes do 
biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP/EPM.  Os animais foram 
mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 2°C) e período claro/escuro 




Para a tarefa de condicionamento clássico de medo foi utilizada uma caixa de 
condicionamento (Figura 1). A caixa (base: 21 x 26 cm, altura: 27,5 cm) é formada por 
paredes pretas e apresenta afixado em cada uma delas alguns padrões visuais (5 
quadrados de 6 x 6 cm feitos de cartolina branca).  A tampa do aparelho consiste em 
uma placa de acrílico transparente, através da qual o experimentador pode observar o 
comportamento do animal. A base é formada por grades metálicas (cada grade 
medindo 0,4 cm de diâmetro e distantes 1,2 cm uma da outra) conectadas a uma fonte 
geradora de choques elétricos em corrente alternada e sinais de som programáveis 
(AVS Projetos Especiais). 
Para o teste de condicionamento ao som foi utilizada uma câmara de teste (Figura 
2), que consiste em um recipiente cilíndrico, branco, medindo 35 cm de base e 60 cm 
de altura, com uma tampa de acrílico transparente. Os aparelhos foram mantidos em 
salas diferentes. 




Os animais foram anestesiados com quetamina (90mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 
mg/Kg, i.p.) e colocados no aparelho estereotáxico. Cânulas-guia de aço inoxidável (23 
gauge, 8 mm) foram implantadas e posteriormente fixadas com cimento dental. Mandris 
de 8 mm foram colocados em cada cânula para evitar obstruções. 
As seguintes coordenadas foram utilizadas para a implantação das cânulas 
(baseadas no Atlas de Paxinos e Watson, 1997): 
• Experimentos com administração i.c.v. – implantação de uma cânula-guia no 
ventrículo lateral direito: 0,8 mm posterior ao bregma; 1,4 mm lateral, com 
relação à linha média e 3,6 mm ventral à superfície do crânio. 
• Experimento com administração intrahipocampal – implantação bilateral de 
cânulas-guia no hipocampo dorsal: 3,6 mm posterior ao bregma; 2,4 mm lateral, 
com relação à linha média (para os dois lados) e 2,4 mm ventral à superfície do 
crânio. 
 
No final da cirurgia cada animal recebeu injeções de pentabiótico (0,2 ml, i.m.) e 
de diclofenaco sódico (0,1 ml, i.p.) e permaneceu em uma caixa aquecida por uma 
lâmpada de 15 W até se recuperar da anestesia. Posteriormente, cada animal retornou 
ao biotério, onde permaneceu por pelo menos sete dias antes do início dos testes 
comportamentais (período de recuperação). Durante o período de recuperação, os 
animais foram agrupados em, no máximo, três ratos por gaiola e foram manipulados 
      Figura 1 – Caixa de condicionamento                       Figura 2 – Câmara de teste 
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todos os dias. No final desse período foi realizada em todos os animais uma limpeza 
das cânulas-guia – com a ajuda de uma agulha de micro-injeção do mesmo tamanho 
da cânula – e a troca do mandril de cada cânula, para evitar a obstrução das mesmas. 
 
Droga 
A Nociceptina / Orfanina FQ (N/OFQ – Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-
Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln) foi sintetizada no Departamento de Biofísica da 
UNIFESP. A N/OFQ foi dissolvida em solução tampão salina-fosfato (veículo) e 
mantida congelada em tubos Eppendorf siliconizados até o uso.  
 
Procedimento da microinjeção 
As soluções de N/OFQ ou veículo foram injetadas através de agulhas de 
microinjeção (30 gauge) que se estendiam 1 mm abaixo da cânula-guia. Para a 
microinjeção, cada animal era cuidadosamente imobilizado, o mandril retirado e a 
agulha de microinjeção (30 gauge) colocada dentro da cânula-guia.  A agulha era 
fixada à extremidade de uma seringa Hamilton de 5 ou 10 µl por meio de um tubo de 
polietileno (PE-10).  As injeções eram controladas por uma bomba de infusão (Modelo 
Bi2000 – Insight Equipamentos LTDA) programada para infundir um volume total de 2 
µl (i.c.v.) ou 0,5 µl (intra-hipocampal) numa velocidade constante de 0,5µl/min. O 
movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, durante e após a 
injeção confirmava o fluxo da solução. Após o término da injeção, a agulha de 
microinjeção era deixada dentro da cânula-guia por um minuto adicional antes de 
recolocar o mandril. Durante a injeção os animais podiam se movimentar livremente. 
 
Procedimento comportamental 
As tarefas de condicionamento de medo ao contexto e condicionamento de medo 
ao som foram realizadas nos mesmos animais, durante três dias consecutivos. No 
primeiro dia (treino), cada animal foi colocado na caixa de condicionamento e, após 2 
minutos, recebeu cinco pareamentos som-choque. Cada pareamento consistia em um 
som (60 dB) apresentado por 5 segundos (s) sendo que no último segundo o animal 
recebia um choque nas patas (0,6 mA) o qual terminava junto com o som. O 
pareamento som-choque foi repetido cinco vezes, com um intervalo de 30 s entre cada 
apresentação. Sessenta segundos após o último choque o animal foi retirado do 
_____________________________________________________________________________ Etapa 1 
 27 
aparelho. O tempo de congelamento – definido como uma completa imobilidade do 
corpo do animal, com ausência de movimentos das vibrissas e de farejamentos 
(Fanselow & Bolles, 1979) – foi registrado com um cronômetro, minuto a minuto, 
durante os dois minutos inicias (antes do primeiro choque) e durante o último minuto 
(após o último choque) da sessão de treino. O registro do tempo de congelamento foi 
realizado por um observador que desconhecia o grupo ao qual cada animal pertencia. 
O teste de condicionamento de medo ao contexto foi realizado 24 horas após o 
treino (segundo dia). Cada animal foi colocado no mesmo contexto do treino, isto é, na 
caixa de condicionamento, e o tempo de congelamento foi registrado minuto a minuto 
durante 5 minutos. Nesse período os estímulos de som ou choque não foram 
apresentados. O teste de condicionamento de medo ao som foi realizado 24 horas 
após o teste do condicionamento ao contexto (terceiro dia). Cada animal foi colocado 
na câmara de teste (novo contexto) onde permaneceu por 6 minutos. Durante o quarto 
e quinto minuto de exposição ao aparelho, o mesmo som apresentado no treino (60 dB, 
5 s) foi apresentado cinco vezes com intervalos de 30 s, começando no final do terceiro 
minuto. O tempo de congelamento foi registrado, minuto a minuto, durante os três 
minutos inicias (antes do som) e nos três minutos finais (após o som). 
 
Histologia 
Para verificar se as cânulas foram implantadas corretamente, após finalizar os 
testes comportamentais os animais foram anestesiados com hidrato de cloral e 
receberam microinjeções de corante azul de metileno (1%), de acordo com o 
procedimento descrito acima. Dez minutos após a microinjeção cada animal foi 
decapitado e o cérebro foi removido e congelado a –80°C.  
Os cérebros congelados foram seccionados no criostato (-18°C) em cortes 
coronais de 40 micras e preparados em lâminas, as quais foram analisadas a fresco 
para a visualização do corante (no hipocampo ou no sistema ventricular) e 
posteriormente submetidas à coloração com violeta de cresil para a localização do 
traço da cânula. 
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EXPERIMENTO 1 – Efeitos da N/OFQ sobre a aquisição das tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som. 
 
O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos de administrações i.c.v. 
(Experimento 1.1) e intra-hipocampal (Experimento 1.2) de N/OFQ, antes da sessão de 
treino, sobre a aquisição das respostas condicionadas de medo ao contexto e ao som. 
 
Experimento 1.1. – Efeitos da administração i.c.v. pré-treino de N/OFQ 
 
Procedimento experimental 
Para verificar os efeitos da N/OFQ na aquisição das tarefas de condicionamento 
de medo ao contexto e ao som, os animais receberam microinjeções i.c.v. de veículo 
(solução tampão salina-fosfato, 2 µl) ou N/OFQ (2,5 ou 5,0 nmol / 2 µl), conforme 
descrito anteriormente, e após 10 minutos do término da infusão foram submetidos ao 
treino do condicionamento clássico de medo (Experimento 1.1.A). 
Com o objetivo de verificar se a N/OFQ interfere com a sensibilidade ao choque 
durante a sessão de treino, a reação ao choque de cada animal foi registrada. Para 
cada choque apresentado, um dos seguintes escores era atribuído: 0 – ausência de 
reação; 1 – sapatear (pequenos e ligeiros movimentos com as patas); 2 – vocalizar e 3 
– saltar. No final do treino, a reação ao choque de cada animal era dada pela soma dos 
escores obtidos durante os cinco choques nas patas. 
Posteriormente foi realizado o mesmo procedimento experimental com mais três 
grupos de animais que receberam microinjeções i.c.v. de veículo (2 µl) ou N/OFQ (0,1 
ou 1,0 nmol / 2 µl), 10 minutos antes do treino (Experimento 1.1.B). 
 
Análise estatística 
Durante a sessão de treino, o tempo de congelamento apresentado pelos animais 
antes do primeiro pareamento som-choque foi analisado pela análise de variância 
(ANOVA) de duas vias, com um dos fatores repetidos (Tratamento x Minuto). O tempo 
de congelamento pós-choque, registrado no último minuto da sessão de treino, foi 
analisado por uma ANOVA de uma via. Os dados da reação ao choque foram 
analisados pelo teste de Kruskall-Wallis.  
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Os dados dos testes de condicionamento clássico de medo (tanto o 
condicionamento ao contexto como o condicionamento ao som) foram analisados por 
uma ANOVA de duas vias, com um dos fatores repetidos (Tratamento x Minuto). As 
análises da ANOVA foram seguidas pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, 
quando necessário. Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado como 





Os testes de condicionamento clássico de medo ao contexto e ao som foram 
realizados em 33 animais.  Após a análise histológica, 2 animais foram excluídos das 
análises estatísticas, pois foi observado que o corante estava fora do ventrículo lateral. 
Portanto, foram utilizados 31 animais, alocados em três grupos experimentais: Veículo 
(n= 11); N/OFQ 2,5 nmol (n= 11) e N/OFQ 5,0 nmol (n= 9). No teste de 
condicionamento de medo ao som, um animal do grupo tratado com 5,0 nmol de 
N/OFQ também foi descartado devido a problemas com o equipamento do som durante 
o teste.  
A administração de N/OFQ (2,5 ou 5,0 nmol) provocou um efeito de inibição da 
atividade locomotora. Os animais permaneciam em uma postura atípica logo após a 
injeção, encostando o abdômen no chão e se locomovendo pouco. Durante a sessão 
de treino, entretanto, este tratamento não alterou o tempo de congelamento dos 
animais registrado durante os primeiros dois minutos (congelamento basal) ou durante 
o último minuto da sessão (congelamento pós-choque, Tabela 2). Durante os dois 
minutos iniciais, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo apenas para o 
fator Minuto [F(1,28) = 9,80; p < 0,01]. O fator Tratamento [F(2,28) = 2,20; p = 0,13] e a 
interação Tratamento x Minuto [F(2,28) = 1,82; p = 0,18] não foram significativos. Durante 
o último minuto da sessão de treino, a ANOVA não revelou um efeito significativo [F(2,28) 
= 0,37; p = 0,69]. Além disso, nenhuma dose do peptídeo interferiu com a reação dos 
animais aos choques (Kruskal-Wallis, H = 1,53; p = 0,47; Tabela 2). 
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Tabela 2 – Efeitos da administração i.c.v. de N/OFQ (2,5 ou 5,0 nmol) no tempo de 
congelamento – basal e pós-choque – e na reação ao choque dos animais durante a 
sessão de treino 
Grupo Reação ao n
Pós-choque choque b
Min 1 Min 2
Veículo 0 ± 0 0,7 ± 0,5 16,0 ± 5,3 10 (9 - 10) 11
N/OFQ 2,5 nmol 0,5 ± 0,4 7,0 ± 3,2 17,1 ± 3,1 11 (8 - 11) 11
N/OFQ 5,0 nmol 0,2 ± 0,1 7,1 ± 3,4 12,3 ± 2,4 10 (10 -12) 9
Tempo de congelamento (s) a
Basal 
 
a Dados expressos como média ± erro padrão da média. 
b Dados expressos como mediana e intervalos interquartis (IQ 25% - IQ 75%) 
 
Os efeitos da injeção pré-treino de veículo ou N/OFQ (2,5 ou 5,0 nmol) sobre o 
desempenho dos animais durante os testes de condicionamento de medo ao contexto 
e ao som são mostrados na Figura 3. Ambas as doses de N/OFQ prejudicaram a 
aquisição do condicionamento de medo ao contexto (Figura 3A). A ANOVA mostrou um 
efeito significativo para o fator Tratamento [F(2,28) = 5,09; p = 0,01], sendo revelado pelo 
teste a posteriori de Tukey que os animais tratados com 5,0 e 2,5 nmol de N/OFQ 
apresentaram médias de congelamento menores do que os animais tratados com 
veículo (p < 0,05). O fator Minuto [F(4,112) = 1,99; p = 0,10], assim como a interação 
Tratamento x Minuto [F(8,112) = 0,65; p = 0,73] não foram significativos. 
No teste de condicionamento ao som, o tratamento com a maior dose de N/OFQ 
provocou um rebaixamento geral da resposta de congelamento dos animais (Figura 
3B). A ANOVA de duas vias mostrou que os efeitos Tratamento [F(2,27) = 4,41; p < 0,05] 
e Minuto [F(5,135) = 28,46; p < 0,01] foram significativos, sendo indicado pelo teste de 
Tukey que o grupo que recebeu 5,0 nmol de N/OFQ apresentou um menor tempo de 
congelamento quando comparado com o grupo controle (p < 0,05). Já os animais que 
receberam 2,5 nmol de N/OFQ não diferiram dos animais controle (p = 0,096). Todos 
os grupos apresentaram um aumento no tempo de congelamento após a apresentação 
do som (Tukey, p < 0,01). A interação entre Minuto e Tratamento não foi significativa 
[F(10,135) = 1,09; p = 0,37]. 
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Figura 3 - Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos 
animais tratados com veiculo ou N/OFQ (2,5 ou 5,0 nmol, i.c.v.) antes da sessão 
de treino, durante os testes do condicionamento de medo ao contexto (A) e ao 
som (B). *p < 0,05, quando comparado ao grupo veículo (ANOVA de duas vias, 
seguida pelo teste de Tukey). O número de animais por grupo é mostrado entre 
parêntesis. 
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Experimento 1.1.B 
Os testes de condicionamento clássico de medo ao contexto e ao som foram 
realizados em 29 animais.  Após a análise histológica 3 animais foram excluídos das 
análises estatísticas, pois foi observado que o corante estava fora do ventrículo lateral. 
Portanto, foram utilizados 26 animais, alocados em três grupos experimentais: Veículo 
(n= 8); N/OFQ 0,1 nmol (n= 9) e N/OFQ 1,0 nmol (n= 9).  
Durante o treino, o tratamento com 0,1 ou 1,0 nmol de N/OFQ não afetou o tempo 
de congelamento basal, nem o tempo de congelamento pós-choque dos animais 
(Tabela 3). Durante os dois minutos iniciais, a ANOVA de duas vias mostrou uma 
diferença significativa apenas para o fator Minuto [F(1,23) = 5,11; p < 0,05]. O fator 
Tratamento [F(2,23) = 1,75; p = 0,19] e a interação Tratamento x Minuto [F(2,23) = 1,71; p 
= 0,20] não foram significativos. Durante o último minuto da sessão de treino, a ANOVA 
não revelou um efeito significativo [F(2,23) = 0,66; p = 0,53].  Além disso, nenhuma dose 
do peptídeo interferiu com a reação aos choques dos animais (Kruskal-Wallis, H = 1,80; 
p = 0,41; Tabela 3). 
 
Tabela 3 – Efeitos da administração i.c.v. de N/OFQ (0,1 ou 1,0 nmol) no tempo de 
congelamento – basal e pós-choque – e na reação ao choque dos animais durante a 
sessão de treino 
Grupo Reação ao n
Pós-choque choque b
Min 1 Min 2
Veículo 0 ± 0 2,5 ± 2,5 22,4 ± 4,8 12,5 (10 - 13,5) 8
N/OFQ 0,1 nmol 0 ± 0 0,7 ± 0,4 29,8 ± 5,3 10 (10 - 12) 9
N/OFQ 1,0 nmol 0,3 ± 0,3 7,7 ± 4,1 23,8 ± 4,4 12 (10 - 13) 9
Basal 
Tempo de congelamento (s) a
 
a Dados expressos como média ± erro padrão da média. 
b Dados expressos como mediana e intervalos interquartis (IQ 25% - IQ 75%) 
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A Figura 4 mostra os efeitos da administração pré-treino de veículo ou N/OFQ 
(0,1 ou 1,0 nmol) sobre o desempenho dos animais durante os testes de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som. A dose de 1,0 nmol de N/OFQ 
prejudicou a aquisição da resposta de congelamento ao contexto (Figura 4A). A 
ANOVA mostrou efeitos significativos para o fator Minuto [F(4,92) = 14,45; p < 0,01] e 
para a interação Tratamento x Minuto [F(8,92) = 2,47; p < 0,05]. A análise da interação 
através do teste de Tukey revelou que os animais tratados com 1,0 nmol de N/OFQ 
apresentaram um menor tempo de congelamento do que os animais tratados com 
veículo no quarto e quinto minuto do teste (p < 0,05). O fator Tratamento não foi 
significativo [F(2,23) = 1,32; p = 0,29]. 
Como pode ser observado na Figura 4B, o tratamento com N/OFQ não afetou o 
tempo de congelamento ao som dos animais. A ANOVA de duas vias mostrou que o 
efeito Minuto foi significativo [F(5,115) = 48,02; p < 0,01], sendo indicado pelo teste de 
Tukey que todos os grupos apresentaram níveis mais altos de congelamento após a 
apresentação do som (p < 0,01).  A interação entre Minuto e Tratamento não foi 
significativa [F(10,115) = 0,79; p = 0,64]. O efeito Tratamento também não foi significativo 
[F(2,23) =2,02; p = 0,16]. 
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Figura 4 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais 
tratados com veiculo ou N/OFQ (0,1 ou 1,0 nmol, i.c.v.) antes da sessão de treino, 
durante os testes do condicionamento de medo ao contexto (A) e ao som (B). *p < 
0,05, quando comparado ao grupo veículo (ANOVA de duas vias, seguida pelo 
teste de Tukey). O número de animais por grupo é mostrado entre parêntesis.  
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Para verificar os efeitos da administração intra-hipocampal de N/OFQ na 
aquisição das tarefas de condicionamento de medo ao contexto e ao som, cada animal 
recebeu injeções bilaterais de veículo (0,5 µl) ou N/OFQ (5,0 nmol / 0,5 µl) cinco 
minutos antes da sessão de treino. 
Durante a sessão de treino, a reação aos choques dos animais foi registrada 
como descrito no experimento anterior. 
 
Análise estatística 
Durante a sessão de treino, o tempo de congelamento apresentado pelos animais 
antes do primeiro pareamento som-choque foi analisado pela ANOVA de duas vias, 
com um dos fatores repetidos (Tratamento x Minuto). O tempo de congelamento pós-
choque, registrado no último minuto da sessão de treino foi analisado pelo teste t de 
Student. Os dados da reação ao choque foram analisados pelo teste U de Mann-
Whitney.  
Os dados dos testes de condicionamento clássico de medo (tanto o 
condicionamento ao contexto como o condicionamento ao som) foram analisados por 
uma ANOVA de duas vias, com um dos fatores repetidos (Tratamento x Minuto). Um 




O local das microinjeções no hipocampo dorsal é mostrado na Figura 5. Os testes 
de condicionamento clássico de medo ao contexto e ao som foram realizados em 16 
animais. Após a análise histológica, 2 animais foram descartados das análises 
estatísticas, pois foi observado que o hipocampo dorsal foi lesado pela cânula-guia. 
Portanto, foram utilizados 14 animais, alocados em dois grupos experimentais (n= 7 por 
grupo), nos quais foi observado que a ponta da cânula estava na parte superior ou 
exatamente acima do hipocampo dorsal (portanto o hipocampo era atingido através da 
agulha de microinjeção).  






Durante o treino, a N/OFQ não alterou o tempo de congelamento dos animais 
registrado durante os dois minutos iniciais, antes do primeiro pareamento som-choque. 
A ANOVA mostrou que os fatores Tratamento [F(1,12)= 0,97; p= 0,34] e Minuto [F(1,12)= 
1,44; p= 0,25], assim como a interação Tratamento x Minuto [F(1,12)= 1,15; p= 0,30] não 
foram significativos.  O tempo de congelamento pós-choque (Teste t de Student,         
t= -1,47; p= 0,17) e a reação aos choques dos animais (Teste U de Mann-Whitney, U= 
19,50; p= 0,52) também não foram afetados pelo peptídeo (Tabela 4). 
 
Tabela 4 – Efeitos da administração intra-hipocampal de N/OFQ no tempo de 
congelamento – basal e pós-choque – e na reação ao choque dos animais durante a 
sessão de treino 
Grupo Reação ao n
Pós-choque choque b
Min 1 Min 2
Veículo 0,1 ± 0,1 0,3 ± 0,2 16,6 ± 4,5 10 (9 - 11) 7
N/OFQ 5,0 nmol 2,3 ± 2,1 4,9 ± 4,2 29,9 ± 7,2 10 (10 - 12) 7
Basal 
Tempo de congelamento (s) a
 
a Dados expressos como média ± erro padrão da média. 
b Dados expressos como mediana e intervalos interquartis (IQ 25% - IQ 75%) 
Figura 5 – Fotografia de um corte coronal do hipocampo dorsal, mostrando a ponta da 
cânula-guia e a dispersão do azul de metileno. Do lado direito, a área cinza representa o local 
das microinjeções no hipocampo. 
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A Figura 6 mostra o desempenho dos animais que receberam injeções pré-treino 
de N/OFQ (5,0 nmol) ou veículo durante os testes de condicionamento de medo ao 
contexto e ao som. A administração intra-hipocampal de N/OFQ não afetou a aquisição 
da resposta de congelamento condicionada ao contexto (Figura 6A). A ANOVA de duas 
vias mostrou uma diferença estatisticamente significativa apenas para o fator Minuto 
[F(4,48)= 10,11; p< 0,01], porém o fator Tratamento [F(1,12)= 1,33; p= 0,27] e a interação 
Tratamento x Minuto [F(4,48)= 0,94; p= 0,45] não foram significativos. 
Como mostra a Figura 6B, a injeção intra-hipocampal de N/OFQ também não 
interferiu com o condicionamento ao som. A ANOVA de duas vias mostrou que o efeito 
Minuto foi significativo [F(5,60)= 65,59; p< 0,01], sendo indicado pelo teste de Tukey que 
ambos os grupos apresentaram níveis mais altos de congelamento após a 
apresentação do som (p< 0,01). A interação entre Minuto e Tratamento não foi 
significativa [F(5,60)= 0,65; p= 0,66]. O efeito Tratamento também não foi significativo 
[F(1,12)= 0,04; p= 0,84]. 
 
_____________________________________________________________________________ Etapa 1 
 38 











































































N/OFQ 5 nmol (7)
B
min





Figura 6 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos 
animais tratados com veiculo ou N/OFQ (5 nmol, intra-hipocampal) antes da 
sessão de treino, durante os testes do condicionamento de medo ao contexto 
(A) e ao som (B). O número de animais por grupo é mostrado entre 
parêntesis.  
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Em resumo, os resultados do Experimento 1 mostraram que: 
1. A injeção i.c.v. de 5 nmol de N/OFQ, antes da sessão de treino, prejudicou a 
resposta de congelamento condicionada ao contexto. No teste de 
condicionamento de medo ao som, os animais tratados com esta dose 
apresentaram uma redução geral da resposta de congelamento, quando 
comparados com o grupo controle. Os animais que receberam 2,5 nmol de 
N/OFQ apresentaram uma diminuição da resposta de congelamento durante o 
teste de condicionamento ao contexto, mas não no teste de condicionamento ao 
som, quando comparados com os animais que receberam veículo.  
2. A administração i.c.v. pré-treino de 1 nmol de N/OFQ também prejudicou apenas 
o condicionamento de medo ao contexto, sem interferir com o condicionamento 
ao som. Já a menor dose utilizada neste estudo (0,1 nmol) não interferiu com 
ambas as tarefas. 
3. Durante as sessões de treino, nenhuma dose de N/OFQ (5,0 a 0,1 nmol) 
interferiu com a reação ao choque, nem com o tempo de congelamento (basal e 
pós-choque) dos animais. 
4. A injeção bilateral de 5 nmol de N/OFQ no hipocampo dorsal não prejudicou as 
tarefas de condicionamento de medo ao contexto e ao som. Durante o treino, a 
reação ao choque e o tempo de congelamento (basal e pós-choque) dos animais 
também não foram afetados pela administração intra-hipocampal de N/OFQ. 
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EXPERIMENTO 2 – Efeitos da N/OFQ sobre a consolidação das tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som. 
 
Este experimento teve como objetivo verificar os efeitos da administração i.c.v. de 
N/OFQ (1 e 5 nmol), imediatamente após o treino, em ratos submetidos às tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som.  
 
Experimento 2.1. – Efeitos da administração i.c.v. pós-treino de N/OFQ 
 
Procedimento experimental 
Para verificar os efeitos da N/OFQ na consolidação das tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som, os animais receberam microinjeções 
i.c.v. de veículo (2 µl) ou N/OFQ (1,0 ou 5,0 nmol / 2 µl), imediatamente após o treino 
do condicionamento clássico de medo. Os testes de condicionamento de medo ao 
contexto e ao som foram realizados 24 e 48 horas após o treino, respectivamente. 
 
Análise estatística 
Os dados dos testes de condicionamento clássico de medo (tanto o 
condicionamento ao contexto como o condicionamento ao som) foram analisados por 
uma ANOVA de duas vias, com um dos fatores repetidos (Tratamento x Minuto). Um 
valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo. 
 
Resultados 
Os testes de condicionamento clássico de medo ao contexto e ao som foram 
realizados em 30 animais.  Após a análise histológica, 3 animais foram excluídos das 
análises estatísticas, pois foi observado que o corante estava fora do ventrículo lateral. 
Portanto, foram utilizados 27 animais, alocados em três grupos experimentais: Veículo 
(n= 10); N/OFQ 1,0 nmol (n= 9) e N/OFQ 5,0 nmol (n= 8).  
A Figura 7 mostra os efeitos da administração de veículo ou N/OFQ (1,0 ou 5,0 
nmol), imediatamente após o treino, sobre o desempenho dos animais durante os 
testes de condicionamento de medo ao contexto e ao som. Este tratamento não 
interferiu com o tempo de congelamento ao contexto dos animais (Figura 7A). A 
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ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo apenas para o fator Minuto [F(4, 
96)= 8,39; p< 0,01]. O fator Tratamento [F(2, 24)= 0,18; p= 0,84] e a interação entre 
Tratamento e Minuto [F(8, 96)= 1,38; p= 0,22] não foram significativos.  
Como pode ser visto na Figura 7B, o tratamento pós-treino com N/OFQ também 
não afetou o tempo de congelamento ao som dos animais. A ANOVA de duas vias 
mostrou que o efeito Minuto foi significativo [F(5, 120)= 55,97; p< 0,01], sendo indicado 
pelo teste de Tukey que ambos os grupos apresentaram níveis mais altos de 
congelamento após a apresentação do som (p < 0,01).  A interação entre Minuto e 
Tratamento não foi significativa [F(10, 120)= 0,59; p= 0,82].  O efeito Tratamento também 
não foi significativo [F(2, 24)= 0,27; p= 0,76]. 
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Figura 7 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos 
animais tratados com veiculo ou N/OFQ (1,0 ou 5,0 nmol, i.c.v.) 
imediatamente após o treino, durante os testes do condicionamento de medo 
ao contexto (A) e ao som (B). O número de animais por grupo é mostrado 
entre parêntesis. 
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Experimento 2.2. – Efeito da administração i.c.v. pós-treino de N/OFQ sobre a 
tarefa de condicionamento de medo ao contexto com o treino modificado. 
 
Os resultados obtidos no experimento anterior mostraram que o tratamento pós-
treino com 5,0 e 1,0 nmol de N/OFQ não interferiu com o desempenho dos animais 
durante os testes de condicionamento de medo ao contexto e ao som. Este resultado 
difere do obtido no estudo de Mamiya e colaboradores (2003), no qual a administração 
i.c.v. pós-treino de 1,0 e 0,01 nmol de N/OFQ prejudicou seletivamente a resposta de 
medo condicionada ao contexto em camundongos. Nesse estudo, os autores utilizaram 
apenas três pareamentos som-choque durante o treino de condicionamento, enquanto 
no experimento anterior utilizamos cinco pareamentos. Podemos supor, portanto, que o 
maior número de pareamentos aumentou a força de associação entre o contexto e o 
choque nas patas, facilitando a consolidação do condicionamento de medo ao contexto 
no presente estudo. Alternativamente, é possível que o intervalo de tempo entre o 
primeiro choque nas patas e a administração do peptídeo tenha sido suficiente para 
consolidar a tarefa, o que nos impossibilitou detectar algum efeito da N/OFQ. 
Para verificar estas alternativas, investigamos os efeitos da administração pós-
treino de N/OFQ na consolidação do condicionamento de medo ao contexto, utilizando 
apenas 2 choques nas patas (sem a apresentação do som) durante o treino. Com esta 
modificação dos parâmetros de treino foi possível reduzir o número de choques nas 
patas sem alterar muito o nível de condicionamento de medo ao contexto.  Como no 
experimento de Mamiya e colaboradores só foi detectado um efeito da N/OFQ no 




A tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi realizada em três dias 
consecutivos. No dia 1 (treino), cada animal foi colocado na caixa de condicionamento 
e, após 2 minutos, recebeu dois choques nas patas (0,6 mA) com um intervalo de 30 s 
entre eles. Imediatamente após o último choque o animal foi retirado do aparelho e 
recebeu uma injeção i.c.v. de veículo (2 µl) ou N/OFQ (1,0 ou 5,0 nmol / 2 µl). O teste 
de condicionamento ao contexto foi realizado 24 horas após o treino (dia 2). Cada 
animal foi colocado no mesmo contexto do treino, isto é, na caixa de condicionamento, 
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e o tempo de congelamento foi registrado minuto a minuto durante 5 minutos. No dia 3 
foi realizado o segundo teste de condicionamento ao contexto (Reteste), de maneira 
idêntica à realizada no dia anterior. 
 
Análise estatística 
Os dados dos testes de condicionamento de medo ao contexto (tanto no Teste 
como no Reteste) foram analisados por uma ANOVA de duas vias, com um dos fatores 




Os testes de condicionamento clássico de medo ao contexto foram realizados em 
30 animais. Após a análise histológica, 2 animais foram excluídos das análises 
estatísticas, pois foi observado que o corante estava fora do ventrículo lateral. Portanto, 
foram utilizados 28 animais, alocados em três grupos experimentais: Veículo (n= 10); 
N/OFQ 1,0 nmol (n= 9) e N/OFQ 5,0 nmol (n= 9).  
A Figura 8 mostra os efeitos da injeção pós-treino de veículo ou N/OFQ (1,0 ou 
5,0 nmol) sobre o desempenho dos animais durante o teste e o reteste do 
condicionamento de medo ao contexto. Durante o teste, a ANOVA de duas vias 
mostrou um efeito significativo apenas para o fator Minuto [F(4,100)= 17,03; p< 0,01]. O 
fator Tratamento [F(2,25)= 0,22; p= 0,81] e a interação Tratamento x Minuto [F(8,100)= 
0,96; p= 0,47] não foram significativos. Da mesma forma, durante o reteste, o fator 
Tratamento [F(2,25)= 0,05; p= 0,95] e a interação entre os fatores Tratamento e Minuto 
[F(8,100)= 0,30; p= 0,96] não foram significativos, sendo encontrado um efeito 
significativo apenas para o fator Minuto [F(4,100) = 10,61; p < 0,01].  
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Em resumo, os resultados obtidos no Experimento 2 mostraram que: 
 
1. A administração pós-treino de N/OFQ (1 e 5 nmol) não interferiu com a 
consolidação das tarefas de condicionamento de medo ao contexto e ao som. 
2. A ausência de efeitos da N/OFQ sobre a consolidação do condicionamento de 
medo ao contexto permanece mesmo com a diminuição do número de choques 
nas patas durante o treino (de cinco para dois choques). 
 
Figura 8 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais tratados 
com veiculo ou N/OFQ (1,0 ou 5,0 nmol, i.c.v.) imediatamente após o treino, durante o teste e 
o reteste do condicionamento de medo ao contexto. O número de animais por grupo é 
mostrado entre parêntesis. 
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EXPERIMENTO 3 – Efeitos da administração i.c.v. pré-treino – pré-teste de N/OFQ 
sobre a tarefa de condicionamento de medo ao contexto 
 
Os resultados obtidos até o momento sugerem que as doses intermediárias da 
N/OFQ (2,5 e 1,0 nmol) modulam de forma negativa a aquisição da tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto (mas não ao som), sem interferir com a 
consolidação da mesma. Entretanto, como na primeira fase deste estudo os animais 
foram treinados sob a influência da N/OFQ e testados 24 horas após, sem receber 
nenhum tratamento prévio, é possível que o prejuízo observado com o peptídeo seja 
devido à ocorrência de uma aprendizagem dependente do estado ou dissociativa 
(Overton, 1968).  
Quando este tipo de fenômeno ocorre, uma resposta aprendida sob a ação de 
uma droga pode não aparecer quando o animal for testado na ausência da mesma e, 
inversamente, se o animal aprende na ausência da droga, a resposta não aparece se 
ele for testado na sua presença, sendo necessário, portanto, reinstalar o estado original 
do animal (droga ou não droga) no dia do teste para que não haja um decréscimo no 
desempenho (Overton, 1968; Bueno, 1976).  
Para verificar se os efeitos observados com a administração pré-treino de N/OFQ 
são devidos à aprendizagem dependente de estado, realizamos um experimento com 
administração de 1,0 nmol de N/OFQ tanto antes do treino como antes do teste de 
condicionamento de medo ao contexto. Esta dose foi escolhida por ser a menor dose 
que provocou uma dissociação de efeitos nos testes de condicionamento de medo ao 
contexto e ao som (Exp. 1.1.B). 
 
Procedimento experimental 
O procedimento comportamental foi o mesmo descrito nos métodos gerais, com a 
exceção de que somente o teste do condicionamento de medo ao contexto foi 
realizado. Um desenho experimental de 2 x 2 foi utilizado para verificar a possibilidade 
de aprendizagem dependente de estado com a N/OFQ.  No dia do treino, os animais 
foram alocados em dois grupos, que receberam veículo (veic, 2µl) ou N/OFQ (1nmol / 
2µl), 10 minutos antes da sessão de condicionamento. Vinte e quatro horas após, no 
dia do teste, cada grupo foi subdividido em mais dois grupos, os quais novamente 
receberam veículo ou N/OFQ (1nmol), 10 minutos antes do teste. Desta forma, no 
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segundo dia os seguintes grupos foram formados: veic-veic (administração de veículo 
antes do treino e antes do teste), N/OFQ-veic (administração de N/OFQ antes do treino 
e veículo antes do teste), veic-N/OFQ (administração de veículo antes do treino e 
N/OFQ antes do teste) e N/OFQ-N/OFQ (administração de N/OFQ antes do treino e 
antes do teste).  
Durante a sessão de treino, o tempo de congelamento dos animais e a ambulação 
– definida como o número total de vezes que o animal cruzava com as quatro patas 
uma linha imaginária que dividia a caixa de condicionamento em duas metades – foram 
registrados durante os 2 minutos iniciais (antes do primeiro pareamento som-choque). 
A reação ao choque de cada animal também foi registrada, de forma idêntica à descrita 
no Experimento 1. 
 
Análise estatística 
Durante a sessão de treino, o tempo de congelamento apresentado pelos animais 
antes do primeiro pareamento som-choque foi analisado pela ANOVA de duas vias, 
com um dos fatores repetidos (Tratamento Pré-treino x Minuto). O número total de 
cruzamentos (ambulação) dos animais durante os dois primeiros minutos do treino, 
assim como o tempo de congelamento pós-choque, registrado no último minuto, foram 
analisados pelo teste t de Student para amostras independentes. Os dados da reação 
ao choque foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney. 
Os dados do teste de condicionamento de medo ao contexto foram analisados por 
uma ANOVA de duas vias, utilizando o Tratamento Pré-treino e Tratamento Pré-teste 
como fatores.  Um valor de p menor ou igual a 0,05  foi considerado significativo. 
 
Resultados 
A tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi realizada em 56 animais. 
Após a análise histológica, 8 animais foram excluídos das análises estatísticas, pois foi 
observado que o corante estava fora do ventrículo lateral. Portanto, foram utilizados 48 
animais, alocados em 4 grupos experimentais: veic-veic (n= 12); N/OFQ-veic (n= 12); 
veic-N/OFQ (13) e N/OFQ-N/OFQ (n= 11).  
A tabela 5 mostra o tempo de congelamento (basal e pós-choque), a ambulação e 
a reação ao choque dos animais tratados com N/OFQ ou veículo durante a sessão de 
treino. O tratamento com a N/OFQ não alterou o tempo de congelamento basal dos 
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animais registrado durante os dois minutos iniciais da sessão de treino. A ANOVA 
mostrou que os fatores Tratamento [F(1,46)= 1,69; p= 0,20] e Minuto [F(1,46)= 2,18; p= 
0,15], assim como a interação Tratamento x Minuto [F(1,46)= 2,64; p= 0,11] não foram 
significativos. O teste t de Student revelou que a microinjeção de N/OFQ diminuiu o 
número de cruzamentos (ambulação) realizados na caixa de condicionamento durante 
os dois primeiros minutos do treino (t= 3,46; p< 0,01), indicando uma diminuição da 
atividade locomotora dos animais durante o treino. A reação ao choque dos animais 
(teste U de Mann-Whitney, U= 204,0; p= 0,08), assim como o tempo de congelamento 
pós-choque (Teste t de Student, t= 0,36; p= 0,72) não foram alterados pela 
administração pré-treino de N/OFQ. 
A Figura 9 mostra o tempo de congelamento por minuto dos animais que 
receberam injeções i.c.v., tanto antes do treino como antes do teste, de veículo ou 
N/OFQ (1 nmol), durante o teste de condicionamento de medo ao contexto. A ANOVA 
de duas vias mostrou um efeito significativo apenas para o fator Tratamento Pré-treino 
[F(1, 44)= 6,58; p< 0,05], indicando que o tratamento pré-treino com a N/OFQ prejudicou 
o desempenho dos animais no dia do teste, independentemente do tratamento 
realizado antes do teste (Figura 9B). O fator Tratamento Pré-teste [F(1, 44)= 0,27; p= 
0,61] e a interação entre os fatores [F(1, 44)= 0,24; p= 0,63] não foram significativos.  
 
Tabela 5 – Efeitos da administração i.c.v. de N/OFQ no tempo de congelamento (basal 
e pós-choque), na ambulação e na reação ao choque dos animais durante a sessão de 
treino 
Grupo Reação ao Ambulação a n
Pós-choque choque b
Min 1 Min 2
Veículo 0,5 ± 0,5 0,3 ± 0,2 23,6 ± 3,1 11 (10 - 12) 6,6 ± 0,5 25
N/OFQ 0,1 ± 0,1 3,5 ± 2,2 22,0 ± 3,1 10 (10 - 11) 4,2 ± 0,5 * 23
1,0 nmol
Tempo de congelamento (s) a
Basal 
 
a Dados expressos como média ± erro padrão da média. 
b Dados expressos como mediana e intervalos interquartis (IQ 25% - IQ 75%) 
* p< 0,01, com relação ao grupo Veículo (Teste t de Student) 
 






Figura 9 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais submetidos ao 
teste de condicionamento de medo ao contexto. A: Efeitos da administração i.c.v. de veículo ou 
N/OFQ (1,0 nmol), tanto antes do treino como antes do teste, sobre o tempo de congelamento por 
minuto dos animais no dia do teste. veic-veic: veículo antes do treino e do teste; N/OFQ-veic: 
N/OFQ antes do treino e veículo antes do teste; veic-N/OFQ: veículo antes do treino e N/OFQ 
antes do teste; N/OFQ-N/OFQ: N/OFQ antes do treino e do teste. B: Efeito da administração pré-
treino de N/OFQ ou veículo sobre o tempo de congelamento por minuto dos animais no dia do 
teste, independentemente do tratamento pré-teste. C: Efeito da administração pré-teste de 
N/OFQ ou veículo sobre o tempo de congelamento por minuto dos animais no dia do teste, 
independentemente do tratamento pré-treino. *p < 0,05, com relação ao grupo controle (ANOVA 
de 2 vias, efeito Tratamento Pré-treino). O número de animais por grupo é mostrado entre 
parêntesis. 
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Em resumo, os resultados do Experimento 3 mostraram que: 
1. O tratamento pré-treino com a N/OFQ prejudicou a resposta condicionada de 
medo ao contexto, independentemente do tratamento realizado antes do teste. 
Este resultado sugere que o efeito da N/OFQ sobre a tarefa de condicionamento 
de medo ao contexto não é devido a uma aprendizagem dependente de estado, 
pois a administração do peptídeo antes do teste não reverteu o prejuízo 
provocado por sua administração pré-treino.  
2. Por outro lado, a administração pré-teste de N/OFQ, independentemente do 
tratamento realizado antes do treino, não interferiu com a resposta de 
congelamento ao contexto no dia do teste, o que sugere que o peptídeo não 
interfere com a expressão e/ou evocação da resposta condicionada de medo. 
3. A injeção i.c.v. pré-treino de N/OFQ não interferiu com o tempo de congelamento 
(basal e pós-choque), nem com a reação ao choque dos animais, mas diminuiu 
a ambulação dos mesmos durante o treino.  
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EXPERIMENTO 4 – Efeitos da administração i.c.v. pré-treino de N/OFQ sobre a 
aquisição da tarefa de condicionamento de medo ao contexto em animais pré-
expostos ao ambiente de treino. 
 
Os resultados obtidos nos experimentos anteriores sugerem que a administração 
i.c.v. de N/OFQ prejudica seletivamente a aquisição do condicionamento de medo ao 
contexto, e que esse efeito não é devido a uma aprendizagem dependente de estado. 
Por outro lado, no último experimento (Experimento 3) foi observado que a dose de 1 
nmol de N/OFQ diminuiu a ambulação dos animais na caixa de condicionamento 
durante os dois minutos iniciais do treino, antes dos pareamentos som-choque. Este 
efeito levanta a possibilidade de que o prejuízo observado com a administração pré-
treino de N/OFQ tenha sido provocado pela diminuição da atividade exploratória do 
animal durante o treino, prejudicando a formação de uma representação mental do 
ambiente (contexto) de treino. 
O objetivo deste último experimento foi verificar se a administração i.c.v. de 
N/OFQ prejudica a aquisição da resposta de medo condicionada ao contexto em 
animais que foram pré-expostos ao mesmo, isto é, em animais que tiveram a 
oportunidade de explorar livremente o ambiente de treino na ausência da droga. Se o 
prejuízo induzido pela N/OFQ for exclusivamente devido a uma interferência do 
peptídeo com a capacidade exploratória dos animais, seria esperado que a pré-
exposição ao ambiente de treino pudesse prevenir o prejuízo observado com a 
administração pré-treino de N/OFQ. 
 
Procedimento experimental 
A tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi realizada em três dias 
consecutivos. No primeiro dia (pré-exposição), os animais foram individualmente 
colocados na caixa de condicionamento, onde permaneceram por cinco minutos, sem 
nenhum tratamento prévio. No segundo dia (treino), cada animal recebeu uma injeção 
i.c.v. de veículo ou N/OFQ (1,0 nmol / 2µl) e, 10 minutos após, foi submetido ao treino 
do condicionamento de medo ao contexto. Para este treino, os animais foram 
colocados na caixa de condicionamento e, após 30 segundos, receberam 2 choques 
nas patas (0,6 mA / 1s), com um intervalo de 30 segundos entre eles. Após o último 
choque o animal foi imediatamente retirado do aparelho. O teste de condicionamento 
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ao contexto foi realizado no terceiro dia (24 h após o treino). Cada animal foi colocado 
no mesmo contexto do treino, isto é, na caixa de condicionamento, e o tempo de 
congelamento foi registrado minuto a minuto durante 5 minutos. 
 
Análise estatística 
Durante a sessão de habituação, o tempo de congelamento apresentado pelos 
animais durante os cinco minutos de exposição à caixa de condicionamento foi 
analisado pela ANOVA de duas vias, com um dos fatores repetidos (Tratamento x 
Minuto). Durante o treino, os dados da reação ao choque foram analisados pelo teste U 
de Mann-Whitney. 
Os dados do teste de condicionamento de medo ao contexto foram analisados por 
uma ANOVA de duas vias, com um dos fatores repetidos (Tratamento x Minuto).  As 
análises da ANOVA foram seguidas pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, 
quando necessário.  Um valor de p menor ou igual a 0,05  foi considerado significativo. 
 
Resultados 
O teste de condicionamento de medo ao contexto foi realizado em 28 animais. 
Após a análise histológica, 3 animais foram excluídos das análises estatísticas, pois foi 
observado que o corante estava fora do ventrículo lateral. Portanto, foram utilizados 25 
animais, alocados em dois grupos experimentais: Veículo (n= 12) e N/OFQ 1,0 nmol 
(n= 13).  
A Figura 10 mostra o tempo de congelamento dos animais durante os cinco 
minutos de habituação à caixa de condicionamento (dia 1) e durante os cinco minutos 
do teste de condicionamento de medo ao contexto (dia 3).  Durante a habituação, não 
houve diferenças estatisticamente significativas entre os animais pertencentes ao grupo 
Veículo e ao grupo N/OFQ. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo 
apenas para o fator Minuto [F(4,92)= 7,92; p< 0,01]. O fator Tratamento [F(1,23)= 2,13; p= 
0,16] e a interação Tratamento x Minuto [F(4,92)= 1,59; p= 0,18] não foram significativos.  
O tratamento com 1 nmol de N/OFQ, realizado no dia 2, antes da sessão de 
treino, não interferiu com a reação aos choques dos animais durante o treino [Veículo: 
4,5 (4 – 5), N/OFQ: 4 (4 – 5); teste U de Mann-Whitney, U= 72,5, p= 0,76] mas 
prejudicou o desempenho dos animais durante o teste de condicionamento ao contexto 
realizado no terceiro dia (Figura 10). Durante o teste, a ANOVA de duas vias mostrou 
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efeitos significativos para os fatores Tratamento [F(1,23)= 14,60; p< 0,01] e Minuto 
[F(4,92)= 10,68; p< 0,01], assim como para a interação Tratamento x Minuto [F(4,92)= 
3,61; p< 0,01]. A análise da interação através do teste de Tukey revelou que os animais 
tratados com N/OFQ apresentaram um menor tempo de congelamento do que os 
animais tratados com veículo a partir do terceiro minuto do teste (p < 0,05). 
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Em resumo, os resultados do Experimento 4 mostraram que: 
1. A administração i.c.v. de 1 nmol de N/OFQ prejudicou a aquisição do 
condicionamento de medo ao contexto em animais previamente expostos ao 
ambiente de treino. 
2. Este resultado sugere que o déficit de aquisição observado com a administração 
pré-treino de N/OFQ não é devido a um prejuízo da atividade exploratória dos 
animais durante o treino. 
Figura 10 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais tratados com 
veiculo ou N/OFQ (1,0 nmol, i.c.v.), antes da sessão de treino, durante a habituação e o teste do 
condicionamento de medo ao contexto. *p < 0,05, quando comparado ao grupo veículo (ANOVA 
de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).O número de animais por grupo é mostrado entre 
parêntesis. 
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ETAPA 2 – Análise da expressão do RNA mensageiro do precursor da N/OFQ em 
animais submetidos à tarefa de condicionamento de medo ao contexto. 
 
O objetivo geral desta etapa foi verificar se existe alguma relação entre a 
expressão do RNAm do precursor da N/OFQ no encéfalo e o desempenho dos animais 
na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. Para isso foram realizados dois 
experimentos, os quais serão descritos a seguir. 
 
MATERIAL E MÉTODOS GERAIS 
 
Animais 
Foram utilizados ratos Wistar, machos, com três meses de idade, provenientes do 
biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP/EPM.  Os animais foram 
mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 2°C) e período claro/escuro 




Para a tarefa de condicionamento clássico de medo ao contexto foi utilizada a 
mesma caixa de condicionamento descrita na Etapa 1 (Figura 1).  
 
Hibridização in situ 
Montagem e pré-tratamento das lâminas 
Após os testes comportamentais os animais foram sacrificados por decapitação e 
seus encéfalos foram rapidamente removidos, congelados em gelo seco e mantidos a  
-80°C. Os encéfalos congelados foram seccionados no criostato (temperatura entre -
18° e -20°C) em cortes coronais de 20 µm de espessura, os quais foram montados em 
lâminas estéreis com aderência eletrostática (Microscopic Plus, Fisher). Após a 
montagem, as lâminas foram congeladas e mantidas a -80°C até a realização do pré-
tratamento.   
O pré-tratamento foi inteiramente feito em soluções livres de RNAses. Os cortes 
foram fixados em uma solução de formaldeído a 4% por 5 minutos e em seguida foram 
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lavados 2 vezes em tampão-fosfato (1x PBS). Posteriormente, os cortes foram lavados 
em H2O DEPC (H2O + Dietil Pirocarbonato) e em solução 0,1M de Trietanolamina 
Hidrocloreto (TEA-HCl, pH 8,0) e acetilados em TEA-HCl/anidrido acético 0,1M durante 
o período de 10 minutos à temperatura ambiente, para neutralizar a possível ocorrência 
de íons livres e melhorar a penetração da sonda. A seguir, os cortes foram lavados em 
2x Tampão Citrato de Sódio 0,3M – Cloreto de Sódio 3M (SSC), e foi iniciada a 
desidratação e deslipidificação dos mesmos em soluções crescentes de álcool e xilol 
(por 15 minutos) ou clorofórmio a 100% (por 5 minutos). Ao término deste processo as 
lâminas secaram em temperatura ambiente, foram acondicionadas em caixas 
juntamente com cápsulas de sílica para absorver a umidade e foram armazenadas em 
freezer a -30°C até o início da hibridização. 
 
Preparação da sonda de RNA (‘riboprobe’) 
A hibridização foi realizada com sondas de RNA (riboprobes) marcadas com o 
radioisótopo enxofre (35S), complementares à sequência do precursor da N/OFQ 
(ppN/OFQ). As sondas foram obtidas a partir de uma amplificação in vitro. Brevemente, 
foi feita a extração de RNA total do hipocampo de ratos, utilizando o Kit RNeasy 
(Qiagen), e em seguida, o DNA complementar (DNAc) foi preparado através da reação 
de transcriptase reversa iniciada com Oligo dT, utilizando o Kit da enzima Superscript II 
(Invitrogen). O DNAc obtido foi posteriormente amplificado por uma reação em cadeia 
da polimerase (PCR), utilizando iniciadores (‘primers’) para a seqüência da ppN/OFQ 
[‘Primer sense’: ggctccgggcagcttcaacctgaag e ‘Primer antisense’: 
tgcagctgggaggggctccttctgg (Genbank ref. NM_013007, bases 126-149 e 595-573)]. Os 
‘primers’ utilizados incorporam seqüências promotoras tanto da RNA polimerase SP6 
(atttaggtgacactatagaa), na extremidade 5’ do ‘primer sense’, como da RNA polimerase 
T7 (taatacgactcactataggg) na extremidade 5’ do ‘primer antisense’. Esta incorporação 
possibilita a produção de sondas de RNA em fita simples a partir do produto 
amplificado de DNAc. A PCR foi realizada com o Kit Platinum PCR supermix 
(Invitrogen). Foi preparada uma solução de reação contendo 45 µl de ‘platinum PCR 
supermix’, 2 µl de uma solução 5 µM de ‘primer mix’ (contendo os primers sense e 
antisense) e 2 µl de DNAc. A temperatura de anelamento utilizada foi 58°C e foram 
realizados 35 ciclos. O produto da PCR foi analisado em gel agarose 1% contendo 
brometo de etídeo, usando um DNA ladder (marcador) de 100 pares de base. O 
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controle negativo foi feito omitindo apenas o DNAc da reação de PCR. O produto do 
PCR foi mantido a -20°C até a realização da reação de transcrição in vitro para a 
marcação com 35S. 
As sondas foram marcadas com dUTP 35S (Amersham), através de reações de 
transcrição in-vitro, utilizando as polimerases T7, para produzir a sonda alvo (‘anti-
sense’), e SP6, para a sonda controle (‘sense’), do Kit da Maxiscript (Ambion, Austin, 
TX). As transcrições foram realizadas a 37°C por 2 horas e as sondas isoladas pela 
adição de 1 µl de RNAsin e 1 µl de  RQ1 DNAse a 37°C por 10 minutos. Em seguida, 
os dNTPs não incorporados foram removidos utilizando micro colunas de resina (Probe 
Quant G-50, Amersham). A contagem da incorporação do dUTP 35S foi feita em 
aparelho de cintilação. 
 
EXPERIMENTO 1 – Expressão do RNAm do precursor da N/OFQ no encéfalo de 
animais que apresentam alto ou baixo desempenho no condicionamento de 
medo ao contexto. 
 
O objetivo deste experimento foi confirmar, através da técnica de hibridização in 
situ, os dados obtidos previamente com o DNAc microarray, os quais sugeriram um 
possível aumento na expressão do gene que codifica o precursor da N/OFQ 
(ppN/OFQ) no hipocampo de animais que apresentam um baixo desempenho (grupo 
BD), em relação aos animais que apresentam um alto desempenho (grupo AD) na 
tarefa de condicionamento de medo ao contexto. Um segundo objetivo deste 
experimento foi estender os dados do DNAc microarray, verificando a expressão do 
RNA mensageiro da ppN/OFQ em outras regiões encefálicas dos animais AD e BD.  
O procedimento comportamental que será descrito a seguir foi idêntico ao 
utilizado no experimento realizado anteriormente para o estudo do perfil de expressão 
gênica dos animais AD e BD. 
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Procedimento experimental 
Classificação dos animais com alto e baixo desempenho na tarefa de condicionamento 
de medo ao contexto 
Trinta animais foram submetidos à tarefa de condicionamento de medo ao 
contexto, a qual foi realizada em quatro dias consecutivos (DIA 1 a 4) e constou de 
uma sessão de treino por dia. Em cada sessão, os animais foram colocados 
individualmente na caixa de condicionamento e, após 2 minutos, foram apresentados 
dois choques nas patas (0,4 mA, 1 segundo de duração) com um intervalo de 30 
segundos (s) entre eles. Sessenta segundos após o último choque cada animal foi 
retirado do aparelho e retornou à sua caixa de origem. O tempo de congelamento – 
definido como uma completa imobilidade do corpo do animal, com ausência de 
movimentos das vibrissas e de farejamentos (Fanselow & Bolles, 1979) – foi registrado 
com um cronômetro, minuto a minuto, durante os dois minutos inicias (antes do 
primeiro choque) e durante o último minuto (após o segundo choque) de cada sessão 
nos quatro dias e foi utilizado como índice de condicionamento. 
Os escores (tempo de congelamento por minuto) obtidos de todos os animais em 
cada sessão de teste (nos dois minutos iniciais, antes dos choques nas patas) foram 
colocados em ordem crescente e a mediana (percentil 50) foi calculada para cada dia 
de teste. Os animais que apresentaram um tempo de congelamento acima da mediana 
nos dias 2, 3 e 4 foram classificados como Alto Desempenho (AD). Os que 
apresentaram escores abaixo da mediana nos dias 2, 3 e 4 foram classificados como 
Baixo Desempenho (BD).  Os animais que apresentavam escores ora acima, ora 
abaixo da mediana foram descartados. O primeiro dia de treino não foi considerado 
para a classificação, pois os animais ainda não haviam recebido nenhum choque nas 
patas e, portanto, o tempo de congelamento refletia apenas o comportamento basal. 
Após o intervalo de um mês, a tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi 
novamente realizada por cinco dias (Retreino) apenas com os animais classificados, 
com o objetivo de verificar se a diferença entre os grupos AD e BD se mantinha. Duas 
semanas depois os animais foram sacrificados, os cérebros foram rapidamente 
removidos, congelados e mantidos a –80°C até o inicio da montagem das lâminas para 
a técnica da hibridização in situ. 
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Hibridização in situ 
Para a realização da hibridização in situ, as lâminas foram montadas e pré-
tratadas e as sondas de RNA complementares à seqüência da ppN/OFQ foram 
preparadas e marcadas conforme descrito nos métodos gerais. As sondas marcadas 
com 35S foram diluídas para a concentração de 125.000 cpm/µl e foram adicionadas a 
uma solução de hibridização previamente preparada, contendo: 50% de formamida, 
35% de solução de Denhardt, 10% de sulfato de dextrana, 0,1x SSC, DNA de esperma 
de salmão (300 µg/ml), RNA transportador de levedura (100 µg/ml) e ditiotreito (DTT 40 
µM). Os cortes foram incubados por toda a noite a 60°C nessa solução. No dia 
seguinte, os cortes foram lavados sob agitação utilizando concentrações decrescentes 
de SSC contendo 25 g/ml de tiosulfato de sódio, como descrito a seguir: as lâminas 
foram lavadas 2 vezes em 4x SSC a 60°C por 24 minutos, tratadas em solução de 
RNase A [0,5M NaCl, 1µM EDTA, 10µM Tris-HCl e RNase A (20µg/mL)] a 45°C por 40 
minutos, seguido por duas lavagens em 2x SSC a temperatura ambiente por 24 
minutos, 2 lavagens em 0,5x SSC a 60°C por 24 minutos, 1 lavagem por 24 minutos 
em 0,1x SSC a 60°C e 1 lavagem por 24 minutos em 0,1x SSC a temperatura 
ambiente.  Os cortes foram posteriormente lavados em água Milli-Q por 10 segundos, 
desidratados em etanol a 70% por 10 segundos e secaram a temperatura ambiente. 
Em seguida, as lâminas foram transferidas para cassetes e, em sala escura, foram 
colocadas em contato com um filme auto-radiográfico (Kodak – BioMax) na presença 
de padrões radioativos.  Após 2 dias de exposição (a 4°C), os filmes foram revelados 
através de um processador automático Kodak. As lâminas utilizadas como controle da 
hibridização, incubadas com a sonda ‘sense’, não apresentaram sinais de marcação. 
Os filmes foram analisados por um sistema de análise computadorizado de 
imagem (MCID Elite V7.0 system, Interfocus, Haverhill, UK – Figura 11), utilizando 
curvas padronizadas (densidade óptica relativa x concentração em µCi/g de tecido) 
obtidas a partir de padrões radioativos calibrados. As áreas encefálicas analisadas 
foram definidas de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1997).  Os valores 
obtidos foram convertidos em atividade da sonda radioativa (µCi) por grama de tecido. 




_____________________________________________________________________________ Etapa 2 
 59 
Análise estatística 
Os dados do teste de condicionamento de medo ao contexto foram analisados por 
uma ANOVA de duas vias, com um dos fatores repetidos (Grupo x Minuto).  Estas 
análises foram seguidas pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, quando 
necessário. 
Para o experimento de hibridização in situ foi utilizado o teste t de Student para 
amostras independentes nas comparações entre os grupos (AD e BD) em cada área 









Figura 11 – Sistema de análise de imagem 




Classificação dos animais com alto e baixo desempenho na tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto: 
 
A figura 12 mostra o tempo de congelamento dos animais com alto (AD) e baixo 








































Figura 12 – Tempo de congelamento por minuto (média ± erro padrão) dos animais AD e 
BD durante o treino e o retreino da tarefa de condicionamento de medo ao contexto. Os 
animais foram classificados em dois grupos de acordo com o desempenho observado nos 
dias 2, 3 e 4 do teste. A diferença entre os grupos se manteve mesmo quando os animais 
foram retestados após um mês (p< 0,05).  AD: alto desempenho (n=8); BD: baixo 
desempenho (n=9). *p< 0,01 e #p< 0,05, ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Tukey.  
# 
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Durante o treino, a ANOVA de duas vias mostrou efeitos significativos para os 
fatores Grupo [F(1,15)= 41,34; p< 0,01], Minuto [F(3,45)= 43,65; p< 0,01] e para a interação 
Grupo X Minuto [F(3,45)= 12,49; p< 0,01].  A análise a posteriori da interação através do 
teste de Tukey revelou que os animais do grupo BD apresentaram médias de 
congelamento por minuto menores do que os animais AD nos dias 2, 3 e 4  (p< 0,01). 
No primeiro dia de treino, que reflete o comportamento basal de congelamento, os dois 
grupos não diferiram. 
No retreino, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo apenas para o 
fator Grupo [F(1,15)= 7,14; p< 0,05]. Como mostra a figura 1, esses efeitos foram 
observados porque os animais BD apresentam médias de congelamento por minuto 
menores do que os animais AD nos 5 dias de retreino. O fator Minuto e a interação 
Grupo x Minuto não foram significativos [F(4,60)= 0,17; p= 0,95 e F(4,60)= 0,52; p= 0,72, 
respectivamente].  
 
Expressão do RNAm do precursor da N/OFQ nos animais AD e BD 
 
A tabela 6 mostra os níveis de RNA mensageiro da ppN/OFQ (média ± erro 
padrão da média) dos animais AD e BD em cada área encefálica analisada.  Não foram 
encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos AD e BD em 
nenhuma das 28 regiões analisadas. A figura 13 ilustra o padrão de marcação 
observado nesses animais. 
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Tabela 6 – Expressão do RNA mensageiro do precursor da N/OFQ em diferentes 
regiões encefálicas de animais classificados de acordo com o desempenho observado 
na tarefa de condicionamento de medo ao contexto 
p
Bulbo Olfatório
    camada de células granulares 10,17 ± 0,47 10,49 ± 0,45 0,629
Caudado putâmen anterior 6,85 ± 0,39 6,17 ± 0,48 0,288
Córtex
    Entorrinal lateral 8,86 ± 0,33 8,58 ± 0,79 0,758
    Somatosensorial primário 
      camada 1 11,31 ± 0,52 10,05 ± 0,63 0,149
      camada 2 9,44 ± 0,50 8,11 ± 0,52 0,086
      camada 3 11,26 ± 0,58 9,85 ± 0,57 0,106
    Frontal associativo 8,76 ± 0,59 8,33 ± 0,68 0,649
Formação Hipocampal
    CA1 14,25 ± 0,30 14,13 ± 0,55 0,851
    CA3 14,21 ± 0,25 14,12 ± 0,62 0,898
    Giro Denteado, braço ventral 14,15 ± 0,39 14,37 ± 0,47 0,734
    Giro Denteado, braço dorsal 16,47 ± 0,44 16,31 ± 0,55 0,826
N. Septal lateral
    região dorsal 44,86 ± 1,88 40,39 ± 2,80 0,216
    região ventral 28,71 ± 1,48 30,46 ± 2,44 0,560
Núcleos da Amígdala
  Medial
    região posterodorsal 108,63 ± 3,37 95,42 ± 5,76 0,075
    região posteroventral 34,14 ± 3,35 27,74 ± 2,26 0,127
    região anterodorsal 22,95 ± 1,23 24,09 ± 1,29 0,534
    região anteroventral 14,99 ± 1,37 16,44 ± 1,54 0,498
  Central 39,94 ± 2,57 35,44 ± 3,03 0,282
N. Intersticial da estria terminal 53,52 ± 2,33 51,52 ± 4,09 0,686
Tálamo
  N. Reticular 27,04 ± 1,56 23,74 ± 1,71 0,178
  N. Posterior intralaminar 39,06 ± 2,16 36,37 ± 2,93 0,481
Hipotálamo
    Área lateral 14,86 ± 0,99 15,24 ± 1,22 0,814
    N. Arcuado 35,57 ± 1,57 37,36 ± 3,73 0,679
Matéria Cinzenta Periaquedutal 
    dorsolateral 8,32 ± 0,57 7,35 ± 0,68 0,298
    dorsomedial 9,30 ± 0,70 7,66 ± 0,47 0,065
    ventrolateral 40,11 ± 2,32 39,09 ± 2,64 0,777
N. Interpeduncular 37,84 ± 2,78 37,63 ± 3,67 0,965
N. Paramediano da Rafe 45,20 ± 2,85 42,79 ± 2,24 0,512
Valores representados como média ± erro padrão da média em uCi/g de tecido.
BD (n=9)AD (n=8)
AD: alto desempenho; BD: baixo desempenho  



















Figura 13 – Figura ilustrativa do padrão de marcação do RNAm da ppN/OFQ no encéfalo do 
rato. As setas indicam algumas das regiões analisadas, definidas de acordo com o Atlas de 
Paxinos e Watson (1997). BST - núcleo intersticial da estria terminal; CeA – núcleo central da 
amigdala; MePD – núcleo medial da amigdala, região  posterodorsal; CA1- área CA1 da 
formação hipocampal; CA3 – área CA3 da formação hipocampal; DG – giro denteado; Rt – 
núcleo reticular do tálamo; LEnt – córtex entorrinal lateral; PAG – matéria cinzenta 
periaquedutal. 
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EXPERIMENTO 2 – Expressão do RNAm do precursor da N/OFQ durante o treino 
ou teste do condicionamento de medo ao contexto. 
 
O objetivo deste segundo experimento foi verificar se ocorre uma alteração nos 
níveis de RNAm da ppN/OFQ durante o processo de condicionamento em animais que 
não passaram pelo processo de classificação. Neste experimento foram analisadas 
apenas as regiões da amígdala, hipocampo e núcleo intersticial da estria terminal, 
áreas importantes para a aquisição, consolidação e evocação da resposta 
condicionada de medo ao contexto associada ao choque (Fendt & Fanselow, 1999; 




Tarefa de condicionamento de medo ao contexto e grupos experimentais 
A tarefa de condicionamento de medo ao contexto foi realizada de maneira 
semelhante à descrita no experimento anterior, isto é, foi realizada em quatro dias 
consecutivos (DIA 1 a 4) e constou de uma sessão de treino por dia. Em cada sessão, 
os animais foram colocados individualmente na caixa de condicionamento e, após 2 
minutos, foram apresentados dois choques nas patas (0,4 mA / 1 s) com um intervalo 
de 30 segundos entre eles. Sessenta segundos após o último choque cada animal foi 
retirado do aparelho e retornou à sua caixa de origem. O tempo de congelamento foi 
registrado, minuto a minuto, durante os dois minutos inicias (antes do primeiro choque) 
de cada treino durante os quatro dias, e foi utilizado como índice de condicionamento. 
Foram utilizados quatro grupos de animais (modificados a partir de Petrovich et 
al., 2000), conforme descrito a seguir: 
- Grupo 1 – Condicionamento de medo ao contexto (CMC): os animais foram 
treinados por quatro dias consecutivos (conforme descrito acima) e deixados em suas 
gaiolas moradias durante 1 semana para permitir que possíveis mudanças nos níveis 
de RNAm da N/OFQ induzidas pelo treino retornassem aos valores basais. Sete dias 
após a última sessão de treino esses animais foram colocados no mesmo ambiente do 
treino e a resposta de congelamento ao contexto foi registrada por 10 minutos (teste). 
Durante o teste, não foi apresentado nenhum choque nas patas.  Noventa minutos 
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após o teste os animais foram sacrificados por decapitação e seus cérebros foram 
rapidamente removidos, congelados e mantidos a -80°C. 
- Grupo 2 – Controle Habituação (H): os animais foram expostos ao mesmo 
protocolo experimental do grupo 1 (treino e teste), porém não receberam o choque nas 
patas durante o treino. Este grupo foi utilizado como um controle dos efeitos produzidos 
pela exposição do animal a um ambiente conhecido. 
- Grupo 3 – Controle Treino (T): os animais passaram pelo mesmo procedimento 
comportamental que os do grupo 1, mas não foram submetidos ao teste de 
condicionamento de medo ao contexto. Estes animais sacrificados no momento em que 
o teste seria realizado, sete dias após o treino. Este grupo, portanto, foi utilizado como 
um controle para verificar possíveis alterações nos níveis de RNAm induzidas pelo 
procedimento do treino, realizado uma semana antes.  
- Grupo 4 – Treino imediato (Ti): os animais foram treinados por quatro dias 
consecutivos, da mesma maneira que os animais do grupo 1, e sacrificados 90 minutos 
após a última sessão de treino. Este grupo foi utilizado para verificar possíveis 
alterações nos níveis de N/OFQ durante o treino. 
Todos os animais foram sacrificados no mesmo dia. O esquema do desenho 
experimental utilizado, mostrando o momento do treino e sacrifício de cada grupo, é 
apresentado na Figura 14. 

















Hibridização in situ 
Para a realização da hibridização in situ, as lâminas foram montadas e pré-
tratadas e as sondas de RNA complementares à seqüência da ppN/OFQ foram 
preparadas e marcadas conforme descrito nos métodos gerais.  
As sondas (106 cpm/ml) foram acrescentadas a um tampão de hibridização 
previamente preparado, contendo 50% de formamida, 10 mM Tris-HCl, 0,01% de DNA 
de esperma de salmão, 0,01% de RNA transportador de levedura, 0,05% de RNA total 
de levedura, 10 mM DTT, 10% de sulfato de dextrana, 0,3M NaCl, 1mM EDTA (pH 8,0), 
e 1x solução de Denhardt.  O tampão de hibridização contendo a sonda foi aplicado à 
superfície dos cortes histológicos e as lâminas foram cobertas com lamínulas estéreis 
(Sigma) e levadas à estufa de hibridização, onde permaneceram incubadas por 
aproximadamente 18 horas a 56°C. No dia seguinte, as lamínulas foram retiradas, o 
tampão de hibridização foi lavado e o excesso de sonda foi retirado com banho em 
solução de RNase A (20 µg/ml) e banhos de estringência (aumento de temperatura e 
Figura 14 – Esquema do procedimento comportamental utilizado, mostrando os dias em 
que cada grupo foi treinado, e o dia do teste dos grupos CMC e H (dia 11). Noventa 
minutos após o teste os animais foram sacrificados. Os animais do grupo T não foram 
testados, mas foram sacrificados no mesmo dia. Os animais do grupo Ti foram 
sacrificados 90 minutos após a última sessão de treino, também no dia 11. CMC: 
condicionamento de medo ao contexto; H: controle habituação; T: controle treino; Ti: 
treino imediato. 
D1    D2    D3     D4                                D8    D9    D10    D11 
Treino dos 
grupos CMC, 




(grupos CMC e H) 
 
Sacrifício e remoção dos 
cérebros de todos os animais 
dias 
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diminuição na concentração de sal) para retirar as possíveis hibridizações 
inespecíficas. 
Após os banhos as lâminas foram desidratadas em etanol a 70% por 10 minutos e 
deixadas secar a temperatura ambiente. Em seguida, foram transferidas para cassetes 
e, em sala escura, foram colocadas em contato com filme auto-radiográfico (Kodak – 
Biomax MR). Após quatro dias de exposição, os filmes foram revelados em sala escura 
com revelador Kodak (2 minutos), água (banhos rápidos), fixador Kodak (2 minutos) e 
água corrente. As lâminas utilizadas como controle da hibridização, incubadas com a 
sonda ‘sense’, não apresentaram sinais de marcação. 
Os filmes foram analisados por um sistema de análise computadorizado de 
imagem (MCID Elite V7.0 system, Interfocus, Haverhill, UK). Foram analisadas as 
regiões da amígdala, hipocampo e núcleo intersticial da estria terminal, definidas de 
acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1997). Os valores obtidos foram convertidos 
em atividade da sonda radioativa (µCi) por grama de tecido. As leituras foram 
realizadas sem o conhecimento dos grupos experimentais. Para cada corte, foi 
subtraído o valor da marcação do fundo através da análise de uma região adjacente 
que não expressa a ppN/OFQ (estriado ou núcleos talâmicos adjacentes).  
 
Análise estatística 
Os dados do treino do condicionamento de medo ao contexto foram analisados 
por uma ANOVA de uma via com o fator repetido (Dia), para cada grupo, 
separadamente.  Os dados do teste do condicionamento de medo ao contexto foram 
analisados pelo teste t de Student.   
Para a hibridização in situ foi utilizada uma ANOVA de 1 via para as comparações 
entre os grupos em cada área cerebral analisada. Estas análises foram seguidas pelo 
teste de comparações múltiplas de Tukey, quando necessário. Para todas as análises, 
um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo. 




Condicionamento de medo ao contexto 
 
A tabela 7 mostra o tempo médio de congelamento por minuto dos animais 
durante os quatro dias de treino do condicionamento de medo ao contexto. Como pode 
ser visto pelas médias, os animais dos grupos CMC, T e Ti apresentaram um aumento 
do tempo de congelamento ao longo dos dias, mostrando que adquiriram a resposta 
condicionada de medo ao contexto. A ANOVA mostrou um efeito significativo para o 
fator DIA apenas nestes 3 grupos [CMC: F(3,15)= 20,34; p< 0,001; T: F(3,18)= 12,53; p< 
0,001 e Ti: F(3,15)= 14,98; p< 0,001]. Os animais do grupo H, os quais não receberam os 
choques nas patas, não apresentaram este aumento no tempo de congelamento 
[ANOVA, fator DIA: F(3,15)= 0,54; p= 0,66].   
 
 
Tabela 7 - Tempo médio de congelamento por minuto, durante os quatro dias de treino 
da tarefa de condicionamento de medo ao contexto 
Grupo
n
CMC 0,8 ± 0,7 10,0 ± 4,3 30,3 ± 5,6 26,4 ± 2,4 6
Ti 1,3 ± 0,6 24,8 ± 4,0 37,1 ± 5,3 35,3 ± 6,1 6
T 0,3 ± 0,2 16,4 ± 2,3 22,2 ± 5,1 25,9 ± 5,5 7
H 1,0 ± 1,0 0,2 ± 0,1 1,2 ± 0,5 0,8 ± 0,2 6
 Ti: treino imediato
 Valores expressos como média ± erro padrão da média. 
 CMC: condicionamento de medo ao contexto; H: controle habituação; T: controle treino;
Tempo de congelamento (s)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
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Os animais dos grupos CMC e H foram testados sete dias após a última sessão 
de treino. O tempo de congelamento por minuto desses animais durante o teste do 
condicionamento de medo ao contexto é mostrado na figura 15. Como esperado, os 
animais do grupo CMC (que receberam os choques nas patas durante o treino) tiveram 
maiores níveis de congelamento do que os animais do grupo H (Teste t de Student, t= 














































Figura 15 – Tempo de congelamento por minuto (média + erro 
padrão) durante os 10 minutos de teste do condicionamento de medo 
ao contexto, realizado sete dias após a última sessão de treino. 
CMC: condicionamento de medo ao contexto (n=6); H: controle 
habituação (n=6). * p < 0,01, quando comparados com o grupo CCM. 
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Expressão do RNAm do precursor da N/OFQ após o teste do condicionamento de 
medo ao contexto. 
 
A tabela 8 mostra os níveis de RNA mensageiro da ppN/OFQ dos animais 
pertencentes aos grupos CMC, H, T e Ti em cada área cerebral analisada. A figura 16 
ilustra o padrão de marcação observado nesses animais. 
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 
nas 12 áreas cerebrais analisadas (p> 0,05). No entanto, a análise da correlação entre 
o tempo de congelamento apresentado pelos animais (dos grupos CMC e H durante o 
teste, e dos grupos T e Ti durante o último dia de treino, antes dos choques nas patas), 
e os níveis de RNAm da ppN/OFQ revelou uma correlação negativa somente no núcleo 
central da amígdala e no núcleo intersticial da estria terminal dos animais pertencentes 
ao grupo CMC (isto é, somente nos animais que foram expostos ao ambiente 
associado com o choque). Os valores dos coeficientes de correlação de Pearson para 
cada grupo experimental são mostrados nas tabelas 9 e 10. 
 






Figura 16 – Figura ilustrativa do padrão de marcação do RNAm da ppN/OFQ no encéfalo do 
rato. As setas indicam algumas das regiões analisadas, definidas de acordo com o Atlas de 
Paxinos e Watson (1997). BST - núcleo intersticial da estria terminal; CeA – núcleo central da 
amigdala; MePD – núcleo medial da amigdala, região  posterodorsal; MeAV – núcleo medial 
da amigdala, região anteroventral; CA1- área CA1 da formação hipocampal; CA3 – área CA3 
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Tabela 8 – Expressão do RNA mensageiro do precursor da N/OFQ em resposta ao 
treino ou ao teste do condicionamento de medo ao contexto 
p
Formação Hipocampal
    CA1 2,63 ± 0,40 2,78 ± 0,23 2,74 ± 0,31 2,53 + 0,14 0,92
    CA3 2,04 ± 0,31 2,46 ± 0,22 2,28 ± 0,16 1,97 + 0,17 0,40
    Giro denteado
        braço dorsal 3,45 ± 0,39 4,04 ± 0,44 3,58 ± 0,45 3,23 + 0,30 0,58
        braço ventral 1,83 ± 0,22 2,35 ± 0,27 1,96 ± 0,27 1,84 + 0,39 0,59
Núcleos da Amígdala
    Basolateral
        anterior 1,90 ± 0,46 2,76 ± 0,38 2,06 ± 0,30 1,66 + 0,23 0,19
        posterior 2,57 ± 0,52 2,30 ± 0,33 2,77 ± 0,24 3,02 + 0,42 0,61
    Central 13,36 ± 1,13 14,08 ± 1,29 13,34 ± 0,95 11,22 + 0,95 0,31
    Medial
        anterodorsal        9,09 ± 0,86 9,69 ± 1,25 10,67 ± 0,39 11,45 + 0,71 0,24
        anteroventral        4,06 ± 0,22 4,17 ± 0,40 4,67 ± 0,34 5,23 + 0,59 0,24
        posterodorsal 51,65 ± 4,27 55,65 ± 3,12 53,86 ± 3,25 56,31 + 4,34 0,83
        posteroventral 9,63 ± 1,40 10,33 ± 1,03 11,25 ± 1,40 9,83 + 0,91 0,78
Núcleo Intersticial da 36,80 ± 4,17 41,57 ± 3,58 33,56 ± 2,74 32,48 + 2,85 0,25
Estria Terminal
Valores representados como média ± erro padrão da média em uCi/g de tecido.
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Tabela 9 – Coeficiente de correlação de Pearson (r) entre o tempo de congelamento 
apresentado durante o teste dos grupos CMC e H e os níveis de RNAm da ppN/OFQ 
nas diferentes regiões analisadas 
r p r p
Formação Hipocampal
    CA1 -0,55 0,26 -0,61 0,20
    CA3 -0,72 0,11 -0,52 0,29
    Giro denteado
        braço dorsal -0,80 0,06 -0,35 0,50
        braço ventral -0,67 0,15 -0,17 0,75
Núcleos da Amígdala
    Basolateral
        anterior 0,11 0,84 -0,09 0,87
        posterior -0,67 0,14 -0,08 0,88
    Central -0,88 0,02 0,02 0,97
    Medial
        anterodorsal        -0,46 0,36 -0,26 0,62
        anteroventral        0,00 1,00 -0,16 0,77
        posterodorsal -0,27 0,61 -0,33 0,52
        posteroventral -0,59 0,21 0,53 0,28
Núcleo Intersticial da -0,82 0,04 -0,02 0,97
Estria Terminal
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Tabela 10 – Coeficiente de correlação de Pearson (r) entre o tempo de congelamento 
apresentado durante o último dia de treino dos grupos T e Ti e os níveis de RNAm da 
ppN/OFQ nas diferentes regiões analisadas 
r p r p
Formação Hipocampal
    CA1 0,05 0,93 0,05 0,93
    CA3 -0,10 0,86 -0,10 0,86
    Giro denteado
        braço dorsal -0,36 0,48 -0,36 0,48
        braço ventral -0,20 0,70 -0,20 0,70
Núcleos da Amígdala
    Basolateral
        anterior -0,18 0,74 -0,18 0,74
        posterior 0,48 0,33 0,48 0,33
    Central 0,14 0,79 0,14 0,79
    Medial
        anterodorsal        0,46 0,37 0,46 0,37
        anteroventral        0,49 0,32 0,49 0,32
        posterodorsal 0,43 0,40 0,43 0,40
        posteroventral 0,64 0,17 0,64 0,17
Núcleo Intersticial da -0,20 0,71 -0,20 0,71
Estria Terminal










O presente estudo verificou o envolvimento do sistema da N/OFQ na memória 
emocional através de duas abordagens: na primeira etapa, investigamos os efeitos 
comportamentais deste peptídeo sobre as tarefas de condicionamento de medo ao 
contexto e condicionamento de medo ao som. Na segunda etapa, analisamos a 
possível relação entre a expressão do precursor da N/OFQ e o desempenho dos 
animais na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. 
Os resultados obtidos no primeiro experimento da Etapa 1 mostraram que a 
injeção i.c.v. de 5 nmol de N/OFQ, antes da sessão de treino, diminuiu as respostas 
condicionadas de congelamento ao contexto e ao som. Já as doses intermediárias (2,5 
e 1 nmol) prejudicaram apenas a resposta de medo condicionada ao contexto sem 
interferir com o condicionamento ao som. Nenhum destes testes foi afetado pela menor 
dose utilizada neste estudo (0,1 nmol). Os efeitos observados com a administração pré-
treino de N/OFQ no condicionamento de medo ao contexto confirmam estudos prévios, 
que observaram um efeito inibitório deste peptídeo sobre a aquisição de tarefas que 
avaliam a memória espacial (Hiramatsu, Inoue, 1999a,b; Mamiya et al., 1999; Noda et 
al., 2000; Redrobe et al., 2000; Sandin et al., 1997, 2004).  
Estudos com camundongos nocautes sugeriram a participação do sistema da 
N/OFQ na memória emocional. Higgins e colaboradores (2002) observaram que 
camundongos que não expressam o precursor da N/OFQ apresentam um melhor 
desempenho, quando comparados com camundongos selvagens, na tarefa de 
condicionamento de medo ao som. Porém, como nesse estudo o teste foi realizado no 
mesmo ambiente do treino, não foi possível determinar para qual estímulo 
condicionado (CS) os animais apresentaram maiores níveis de congelamento: para o 
CS discreto (som ou luz), para o CS contextual, ou para ambos. Posteriormente, 
Mamiya et al. (2003) verificaram que camundongos nocautes para o receptor NOP 
apresentam um aumento da resposta condicionada de medo, em relação aos 
selvagens, apenas quando expostos ao mesmo ambiente do treino. Quando estes 
animais são expostos ao CS discreto (som), em um ambiente diferente do treino, eles 
apresentam um desempenho equivalente ao de camundongos selvagens. Além disso, 
estes autores mostraram que a administração pós-treino de N/OFQ em camundongos 
selvagens prejudicou seletivamente a tarefa de condicionamento ao contexto (Mamiya 
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et al., 2003), o que sugere um envolvimento do sistema da N/OFQ na consolidação do 
medo condicionado ao contexto. Nossos resultados estendem estes achados e 
sugerem que a N/OFQ, nas doses de 1 e 2,5 nmol, também prejudica seletivamente o 
processo de aquisição do condicionamento de medo ao contexto, sem interferir com o 
condicionamento ao som.   
Os efeitos observados com a administração i.c.v. pré-treino das doses 
intermediárias do peptídeo foram semelhantes aos observados após lesão do 
hipocampo, a qual prejudica o condicionamento de medo ao contexto sem interferir 
com o condicionamento a um estímulo discreto como o som (Kim, Fanselow, 1992; 
Phillips, LeDoux, 1992).  Como os receptores NOP são bem expressos no hipocampo 
(Neal et al., 1999a; Mollereau, Mouledous, 2000), poderíamos supor que os efeitos 
observados com a administração i.c.v. de doses moderadas de N/OFQ fossem devidos 
a uma interferência na função hipocampal. Entretanto, a administração de 5 nmol de 
N/OFQ no hipocampo dorsal não interferiu com o condicionamento de medo ao 
contexto no presente estudo. Considerando as evidências da literatura, que sugerem 
uma função modulatória da N/OFQ tanto na transmissão e plasticidade sináptica no 
hipocampo (Yu et al., 1997; Yu, Xie, 1998; Amano et al., 2000), como na aquisição de 
tarefas espacias dependentes do hipocampo, como o labirinto aquático de Morris 
(Redrobe et al., 2000; Sandin et al., 1997, 2004) e a esquiva inibitória (Hiramatsu, 
Inoue, 1999a,b; Mamiya et al., 1999), os resultados obtidos com a administração intra-
hipocampal de N/OFQ foram inesperados.   
Apesar de termos utilizado uma dose única de N/OFQ para as administrações 
intrahipocampais, esta é equivalente à utilizada em outros trabalhos. Por exemplo, no 
teste do labirinto aquático de Morris foi observado que a administração de N/OFQ no 
hipocampo dorsal de ratos, na faixa de dose de 3,3 a 10 nmol, prejudicou a versão 
espacial (dependente do hipocampo) desta tarefa (Sandin et al., 1997, 2004). Redrobe 
e colaboradores (2000) mostraram ainda que o prejuízo provocado pela injeção de 5 
nmol foi revertido pela administração prévia de [Nphe1]-Nociceptina(1-13)-NH2, um 
antagonista seletivo do receptor NOP, sugerindo que os efeitos obtidos com a N/OFQ 
nesta tarefa são mediados por receptores NOP hipocampais. Já a versão por pista do 
labirinto aquático (independente do hipocampo) não foi afetada pela administração 
intra-hipocampal de N/OFQ (Redrobe et al., 2000; Sandin et al., 2004). Este mesmo 
tipo de dissociação era esperado nas tarefas de condicionamento de medo ao contexto 
e ao som, isto é, prejuízo seletivo da tarefa hipocampo-dependente.   
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Em um experimento piloto realizado no nosso laboratório verificamos que a 
administração intrahipocampal de escopolamina, uma droga que apresenta um efeito 
amnéstico conhecido na tarefa de condicionamento de medo ao contexto (Gale et. al., 
2001; Wallenstein, Vago, 2001), prejudicou a resposta de medo condicionada ao 
contexto dos animais sem interferir com o condicionamento ao som (dados não 
mostrados). Como no presente estudo foram utilizadas as mesmas coordenadas e o 
mesmo processo de microinjeção, a ausência de efeitos da N/OFQ no hipocampo não 
parece ser devido à localização das infusões. Por outro lado, como após a 
administração i.c.v. o peptídeo é amplamente distribuído, principalmente para 
estruturas periventriculares, os resultados obtidos no Experimento 1 sugerem que a 
N/OFQ pode modular uma tarefa hipocampo dependente interferindo em outras 
regiões, além do hipocampo. Uezu e colaboradores (2005) observaram que os 
receptores NOP são expressos em neurônios colinérgicos no septo, os quais 
constituem uma importante fonte de liberação de acetilcolina no hipocampo através das 
projeções septo-hipocampais (Swanson et al., 1987). Considerando o potente efeito 
inibitório da N/OFQ sobre a atividade neuronal (Chin et al 2002; Meis, 2003), é possível 
que, após a administração i.c.v., o peptídeo atue nesta área diminuindo a transmissão 
colinérgica para o hipocampo. Esta diminuição sabidamente prejudica os processos de 
aprendizagem e memória (Everitt, Robbins, 1997). O núcleo intersticial da estria 
terminal também pode ser uma estrutura candidata, já que apresenta uma alta 
densidade de receptores NOP (Neal et al., 1999a; Mollereau, Mouledous, 2000) e 
lesões deste núcleo provocam o mesmo padrão de efeitos observado com a 
administração i.c.v. das doses intermediárias de N/OFQ, isto é, um prejuízo seletivo do 
condicionamento de medo ao contexto (Sullivan et al., 2004). 
Como no presente estudo os animais foram treinados sob a influência da N/OFQ, 
é preciso ter em mente a possibilidade de uma interferência com outros processos que 
não estão relacionados com aprendizagem e memória. A injeção i.c.v. deste peptídeo 
provoca, em geral, efeitos pró-nociceptivos e/ou anti-analgésicos (Mogil, Pasternak, 
2001; Zeilhofer, Caló, 2003), diminui comportamentos do tipo ansioso (efeito ansiolítico, 
Jenck et al., 1997; Griebel et al., 1999; Gavioli et al., 2002) e prejudica a atividade 
locomotora (Devine et al, 1996a,b). Portanto, a administração i.c.v. de N/OFQ, antes da 
sessão de treino, pode prejudicar o condicionamento de medo ao contexto ou ao som 
por interferir com algum destes processos durante o treino. Embora a atividade 
locomotora não tenha sido avaliada no Experimento 1, as doses de 5 e 2,5 nmol de 
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N/OFQ provocaram em alguns animais uma postura atípica e um efeito visível de 
hipolocomoção. Este efeito está de acordo com a descrição de Devine e colaboradores 
(1996b), que observaram que a diminuição da atividade locomotora induzida por altas 
doses do peptídeo (10 e 100 nmol) era acompanhada de uma série de sintomas 
neurológicos, caracterizados por uma postura atípica, flacidez muscular (perda do 
tônus muscular) e perda de equilíbrio. Apesar destes efeitos motores, nenhuma dose 
utilizada no presente estudo interferiu com o tempo de congelamento dos animais no 
dia do treino, registrado tanto antes como após os pareamentos som-choque. Estes 
resultados sugerem que a N/OFQ não interferiu com a expressão do comportamento 
de congelamento nem com o nível de medo e/ou ansiedade dos animais durante o 
treino. Além disso, o tratamento com o peptídeo não alterou a reação ao choque dos 
animais, o que sugere que a N/OFQ não afetou o processamento do estímulo 
incondicionado (US).  
Apesar destas evidências, como a injeção i.c.v. de 5 nmol de N/OFQ provocou um 
prejuízo geral nos dois tipos de condicionamentos, não é possível descartar, com esta 
dose, uma interferência com outros processos que não estão relacionados com a 
aprendizagem.  Por outro lado, com base na dissociação de efeitos observada com as 
doses intermediárias (2,5 e 1 nmol) de N/OFQ nos condicionamentos de medo ao 
contexto e ao som, parece pouco provável que o prejuízo seletivo na primeira tarefa 
seja devido a alguma interferência do peptídeo com o processamento do US (choque 
nas patas) ou com o nível de ansiedade dos animais durante o treino, pois, se isso 
tivesse acontecido, seria esperado o mesmo padrão de efeitos nas duas tarefas, o que 
não foi observado. Além disso, é improvável que o prejuízo da resposta de medo 
condicionada ao contexto tenha sido provocado por uma interferência com a atividade 
locomotora dos animais no dia do teste, pois o mesmo foi realizado 24 h após o treino, 
sem nenhum tratamento prévio.  
Apesar do prejuízo induzido pela N/OFQ durante o teste de condicionamento de 
medo ao contexto, o tempo de congelamento registrado logo após o choque nas patas 
durante a sessão de treino não foi afetado pelo peptídeo. Algumas evidências na 
literatura sugerem que a resposta de congelamento observada imediatamente após o 
choque nas patas é uma resposta de medo condicionada a estímulos contextuais 
presentes no momento da apresentação do choque (Fanselow, 2000). Com base 
nessas evidências, esta resposta é utilizada por alguns autores como um índice de 
memória de curto prazo (Anagnostaras et al, 1999b; Kim et al., 1991). A ausência de 
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efeitos da N/OFQ sobre o tempo de congelamento pós-choque sugere, portanto, que o 
peptídeo não interfere com a memória de curto prazo do condicionamento de medo ao 
contexto. Este resultado está de acordo com os dados relatados por Mamiya e 
colaboradores (1999), que observaram que a administração pré-treino de N/OFQ não 
alterou o número de tentativas para atingir um critério de aquisição do comportamento 
de esquiva inibitória durante o treino, mas diminuiu a latência de retenção durante o 
teste. Este resultado, em conjunto com os dados obtidos no presente estudo, sugere 
que a N/OFQ não afetou a memória de curto prazo dos animais, mas interferiu com a 
aquisição da memória de longo prazo da esquiva inibitória e do condicionamento de 
medo ao contexto, as quais só foram inferidas no dia do teste. 
Como no presente estudo a N/OFQ foi administrada 10 minutos antes da sessão 
de condicionamento, o peptídeo estava presente tanto durante como imediatamente 
após o treino, o que nos impossibilita saber se a N/OFQ afetou apenas a aquisição, ou 
também interferiu com a consolidação das tarefas de condicionamento. Esta 
possibilidade foi investigada no segundo experimento da etapa 1.  Os resultados 
obtidos mostraram que o tratamento pós-treino com 5 e 1 nmol de N/OFQ não interferiu 
com desempenho dos animais durante os testes de condicionamento de medo ao 
contexto e ao som. Estes resultados contrastam com os dados obtidos por Mamiya et 
al (2003), que mostraram um prejuízo da consolidação do condicionamento de medo 
ao contexto, mas não ao som, com injeções pós-treino da mesma dose utilizada no 
presente estudo (1 nmol) ou uma dose menor (0,01 nmol) de N/OFQ. Entretanto estes 
autores não obtiveram este efeito no primeiro dia de teste, sendo o prejuízo observado 
apenas no segundo dia de teste do condicionamento ao contexto. Para verificar se a 
ausência de efeitos no presente estudo foi devido ao maior número de choques nas 
patas utilizado (5 choques no presente trabalho x 3 choques no trabalho de Mamiya e 
colaboradores), o que pode ter aumentado a força de associação entre o contexto e o 
estímulo incondicionado, realizamos um segundo experimento utilizando apenas 2 
choques nas patas. Além disso, avaliamos a resposta de congelamento ao contexto em 
dois dias consecutivos. Apesar destas modificações, o tratamento pós–treino com a 
N/OFQ não afetou o tempo de congelamento ao contexto dos animais durante os dois 
dias de teste (teste e reteste), o que sugere que a diferença observada entre os 
resultados do Mamiya et al. (2003) e os nossos não são devidos ao maior número de 
choques nas patas durante o treino. Da mesma forma é improvável que esta 
divergência seja devido à intensidade e duração do choque nas patas, pois no estudo 
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de Mamiya e colaboradores foram utilizados 3 choques de 0,8 mA e 2 segundos de 
duração, enquanto no presente estudo utilizamos dois choques de 0,6 mA e 1 segundo 
de duração. É possível que outras diferenças metodológicas, e principalmente o uso de 
diferentes espécies (ratos no presente estudo e camundongos no estudo de Mamiya et 
al.), possam ter contribuído para esta divergência. De fato, alguns estudos mostraram 
marcantes diferenças entre espécies com relação aos efeitos provocados por ligantes 
do receptor NOP (Higgins et al., 2001; Varty et al., 2005). Estes autores observaram 
que o camundongo parece ser mais sensível do que o rato aos efeitos provocados pelo 
agonista NOP Ro64-6198, principalmente sobre a atividade locomotora, temperatura 
corpórea e outras funções neurológicas (Higgins et al., 2001).  
Recentemente, Roozendaal e colaboradores (2007) verificaram que a 
administração de N/OFQ (1 a 100 pmol) no núcleo basolateral da amígdala, 
imediatamente após o treino, prejudicou a consolidação da tarefa de esquiva inibitória 
em ratos. Com base neste resultado podemos supor que, embora a administração i.c.v. 
pós-treino de N/OFQ não interfira com a resposta condicionada ao contexto, injeções 
diretas deste peptídeo no núcleo basolateral da amígdala possam modular a 
consolidação desta tarefa. Roozendaal e colaboradores (2007) observaram ainda que a 
N/OFQ provoca uma curva dose-efeito em forma de “U” invertido, já que as doses 
muito baixas (0,01 e 0,1 pmol) não apresentaram efeitos, e a dose mais alta (100 pmol) 
provocou um efeito menos robusto do que as doses intermediárias. Este tipo de curva 
dose-efeito é bastante comum em tratamentos realizados imediatamente após o treino 
(White, Salinas, 1998). Se esta curva dose-resposta também ocorre com a 
administração i.c.v. de N/OFQ, é possível ainda que as doses utilizadas no presente 
estudo tenham passado da faixa efetiva, sendo necessário doses mais baixas para 
interferir com a consolidação do condicionamento de medo ao contexto. Independente 
destas possibilidades, os resultados obtidos no presente estudo com administrações 
i.c.v. indicam que a N/OFQ, na mesma faixa de dose que prejudica a aquisição do 
medo condicionado ao contexto, não interfere com a consolidação das tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som.   
Por outro lado, quando uma droga é administrada apenas no dia do treino, e os 
animais são testados na ausência da mesma, é importante ter em mente ainda a 
possibilidade de ocorrer uma aprendizagem dependente do estado ou dissociativa 
(Overton, 1968; Bueno, 1976). Esta questão foi investigada no Experimento 3. Se a 
N/OFQ produz uma aprendizagem dependente de estado, seria esperado que a 
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administração pré-teste deste peptídeo pudesse reverter o prejuízo obtido com a sua 
administração pré-treino. Isto é, os animais treinados e testados no mesmo estado de 
droga (grupos veículo-veículo e N/OFQ-N/OFQ) deveriam apresentar um melhor 
desempenho do que os animais treinados e testados em diferentes condições (grupos 
veículo-N/OFQ e N/OFQ-veículo).  Entretanto, os resultados obtidos sugerem ausência 
de aprendizagem dependente de estado, pois a injeção pré-treino de N/OFQ prejudicou 
a resposta de congelamento ao contexto independentemente do tratamento realizado 
antes do teste. 
Vários estudos demonstraram que a administração de ligantes opióides como a 
morfina e a β-endorfina provocam uma aprendizagem dependente de estado 
(Izquierdo, 1980; Bruins Slot, Colpaert, 1999; Khavandgar et al., 2002; Zarrindast, 
Rezayof, 2004). Por exemplo, a administração de β-endorfina, tanto antes como 
imediatamente após o treino de diferentes tarefas de aprendizagem provoca um 
prejuízo no desempenho dos animais no dia do teste, o qual é revertido pela sua 
administração pré-teste (Izquierdo, 1980; Izquierdo et al, 1980). Portanto, apesar da 
semelhança estrutural entre a N/OFQ e os ligantes opióides, nossos resultados 
sugerem que a modulação da memória pelo sistema da N/OFQ pode ser diferente da 
modulação provocada pelo sistema opióide.  Porém, mais estudos são necessários 
para verificar se os efeitos amnésticos da N/OFQ em outras tarefas de aprendizagem 
como, por exemplo, a esquiva inibitória (Hiramatsu, Inoue, 1999; Mamiya et al., 1999), 
podem ser devidos à aprendizagem dependente de estado. 
Os resultados do Experimento 3 mostraram ainda que a administração pré-teste 
de N/OFQ não interferiu com o desempenho ou evocação da resposta de 
congelamento ao contexto, já que os animais do grupo veículo-N/OFQ apresentaram 
níveis de congelamento semelhantes aos animais do grupo controle (veículo-veículo). 
Porém, os dados do número de cruzamentos realizados na caixa de condicionamento 
no dia do treino mostraram que a injeção de 1 nmol de N/OFQ diminuiu a atividade 
locomotora dos animais. Apesar deste efeito, o tempo de congelamento dos animais no 
dia do treino não foi afetado pela administração do peptídeo, o que sugere que a 
diminuição da ambulação não provocou um aumento no tempo de congelamento dos 
animais durante o treino e/ou durante o teste. Além disso, a injeção pré-teste de 
N/OFQ, independentemente do tratamento realizado no dia do treino, não interferiu 
com a resposta de congelamento dos animais no dia do teste. 
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O efeito hipolocomotor observado no Experimento 3 levanta ainda a possibilidade 
de que a N/OFQ possa interferir com a atividade exploratória dos animais. Como os 
efeitos da N/OFQ foram restritos à sua administração pré-treino, é possível que ela 
prejudique a aquisição do condicionamento de medo ao contexto interferindo com o 
processamento sensorial necessário para a formação de uma representação do 
contexto. Neste sentido, o condicionamento ao contexto pode ser mais sensível aos 
efeitos da N/OFQ do que o condicionamento ao som, já que o primeiro requer a 
integração de múltiplas dicas sensoriais (visual, acústica, olfativa, táteis, etc.), enquanto 
o segundo requer o processamento de apenas uma dica. 
Para verificar se o prejuízo observado com a N/OFQ é simplesmente devido a 
uma interferência com a atividade exploratória ou com o processamento sensorial dos 
animais, utilizamos o modelo da “facilitação pela pré-exposição ao contexto” no 
Experimento 4. Durante a aquisição do condicionamento de medo ao contexto, o 
animal precisa inicialmente construir uma representação mental do ambiente do treino, 
para que esta representação seja associada ao choque nas patas. Se, no dia do treino, 
o animal não tiver um tempo hábil para formar essa representação antes de receber o 
choque nas patas – isto ocorre se o choque for dado alguns segundos após colocar o 
rato na caixa de condicionamento – ele não mostrará uma resposta condicionada de 
medo no dia do teste. Este tipo de prejuízo é chamado de “déficit do choque imediato” 
(Fanselow, 2000), e pode ser prevenido pela pré-exposição do animal ao ambiente de 
treino 24 horas antes do mesmo. Este efeito é chamado de facilitação pela pré-
exposição ao contexto (Fanselow, 2000; Rudy et al., 2004). Como postulado 
anteriormente, se o prejuízo induzido pela N/OFQ fosse provocado por uma alteração 
na atividade exploratória ou no processamento sensorial dos animais, seria esperado 
que a pré-exposição dos animais ao ambiente de treino, na ausência da droga, 
pudesse prevenir este efeito. 
Os resultados do experimento 4, no entanto, mostraram que esta pré-exposição 
não preveniu o prejuízo provocado pela administração i.c.v. pré-treino de N/OFQ. Este 
resultado indica que, mesmo que a N/OFQ possa interferir com a atividade exploratória 
dos animais, este efeito não explica o prejuízo de aquisição do condicionamento ao 
contexto, pois os animais puderam explorar livremente o ambiente de treino durante os 
5 minutos de pré-exposição, sem estarem sob efeito do peptídeo. Assim como nos 
experimentos anteriores, o tratamento com a N/OFQ não interferiu com a reação ao 
choque dos animais, o que sugere que os efeitos do peptídeo não foram devidos a uma 
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interferência com o processamento do US. Este último resultado levanta ainda duas 
possibilidades: (1) a N/OFQ pode ter interferido com a evocação da representação do 
contexto de treino, formada no dia anterior, e consequentemente os animais não se 
beneficiaram com a pré-exposição; ou (2) a N/OFQ interferiu seletivamente com a 
associação entre a representação mental já constituída de um ambiente e o estímulo 
incondicionado (uma vez que a associação entre som e choque não foi afetada no 
Experimento 1). Embora mais experimentos sejam necessários para verificar estas 
duas possibilidades, os resultados obtidos no Experimento 3 com administração pré-
teste de N/OFQ (na mesma dose utilizada no Experimento 4) mostraram que este 
peptídeo não interferiu com a evocação da resposta condicionada ao contexto. Nossos 
resultados indicam, portanto, que a N/OFQ pode prejudicar a aquisição do 
condicionamento de medo ao contexto interferindo com o processo de associação da 
representação contextual com o choque nas patas. 
Vários trabalhos na literatura sugeriram que esta associação entre os estímulos 
condicionados (como o som e o contexto) e o estímulo incondicionado ocorre no 
complexo basolateral da amígdala (cBLA), que compreende os núcleos lateral (LA) e 
basolateral (BLA, LeDoux, 1993; Wilensky et al., 1999; Maren, 2000). No entanto, 
estudos recentes sugerem um papel diferencial dos núcleos do cBLA nestas duas 
formas de condicionamento (Nader et al., 2001; Calandreau et al., 2005). A lesão do 
LA, mas não do BLA, bloqueou o condicionamento de medo ao som (Nader et al., 
2001). Por outro lado, a inativação do BLA, antes da sessão de treino, prejudicou o 
condicionamento de medo ao contexto sem interferir com o condicionamento de medo 
ao som (Calandreau et al., 2005). Os receptores NOP são expressos em ambos os 
núcleos do cBLA da amígdala, sendo a densidade observada no BLA um pouco maior 
do que no LA (Neal et al., 1999a). Caso o prejuízo observado no presente estudo com 
a dose de 1 nmol de N/OFQ seja decorrente da ação deste peptídeo na amigdala, esta 
ação se daria preferencialmente no BLA e não no LA. Certamente, futuros 
experimentos com administrações locais de N/OFQ são necessários para esclarecer 
estes efeitos.  
Em conjunto, os resultados da primeira etapa sugerem que a N/OFQ exógena, na 
faixa de dose utilizada neste estudo, modula seletivamente a aquisição, mas não a 
consolidação, da memória de longo prazo do condicionamento de medo ao contexto. 
Este efeito não parece ser devido a uma aprendizagem dependente de estado, nem a 
uma interferência com a atividade exploratória ou com o processamento sensorial dos 
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animais. Estes dados estão de acordo com outros estudos que mostraram um efeito 
inibitório da N/OFQ sobre tarefas que apresentam um componente espacial e 
dependem da integridade da formação hipocampal, como o labirinto aquático de Morris 
e a esquiva inibitória (Hiramatsu, Inoue, 1999; Mamiya et al., 1999; Sandin et al., 1997, 
2003). No presente estudo não se observou efeitos com a administração direta do 
peptídeo no hipocampo. Entretanto, como apenas uma dose foi utilizada, ainda não 
podemos excluir a possibilidade de que o sistema da N/OFQ nesta estrutura tenha 
papel na aquisição do condicionamento de medo ao contexto, pois é possível que 
injeções intrahipocampais de outras doses de N/OFQ interfiram com esta tarefa. 
Com relação à N/OFQ endógena, estudos com camundongos nocautes, tanto 
para o receptor como para o precursor da N/OFQ, sugeriram um possível controle 
tônico deste peptídeo nos processos mnemônicos, já que estes camundongos 
apresentaram melhores desempenhos do que os camundongos selvagens em 
diferentes tarefas de aprendizagem (Higgins et al, 2002; Mamiya et al., 1998; Manabe 
et al., 1998). De acordo com esses estudos, Roozendaal e colaboradores (2007) 
verificaram que a administração do antagonista NOP [Nphe1]-Nociceptina(1-13)-NH2, 
no núcleo basolateral da amígdala (BLA), melhorou a consolidação da tarefa de 
esquiva inibitória. Com base nesse resultado os autores sugeriram que a N/OFQ pode 
ser endogenamente liberada no núcleo BLA, embora outros estudos fossem 
necessários para verificar se essa liberação seria tônica ou induzida pela experiência 
(aversiva) do treino (Roozendaal et al., 2007). Entretanto, este mesmo composto 
(antagonista NOP), quando administrado no hipocampo dorsal, não apresentou efeitos 
na tarefa de labirinto aquático (Redrobe et al., 2000). É possível, portanto, que a 
N/OFQ endógena apresente uma função modulatória apenas em tarefas aversivamente 
motivadas, que dependem da amígdala. Seria interessante verificar se antagonistas 
seletivos para o receptor NOP também melhoram a aquisição e/ou a consolidação do 
condicionamento de medo ao contexto. 
Experimentos prévios realizados no nosso laboratório sugeriram uma possível 
participação da N/OFQ endógena na memória emocional através da classificação de 
comportamentos extremos na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. Através 
da técnica de DNAc Microarray, o perfil de expressão gênica no hipocampo de animais 
que apresentam um alto (AD) ou baixo desempenho (BD) nesta tarefa foi analisado. Os 
resultados obtidos apontaram para um possível aumento do RNAm da ppN/OFQ nos 
animais BD, quando comparados com os animais AD. Este achado estava de acordo 
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com o papel inibitório da N/OFQ exógena em tarefas que avaliam a memória espacial 
(Noda et al., 2000; Redrobe et al., 2000; Sandin et al., 1997, 2004), assim como com a 
melhora de memória observada em camundongos nocautes que não expressam o 
receptor NOP ou a ppN/OFQ (Manabe et al., 1998; Higgins et al., 2002). O DNAc 
microarray é uma ferramenta muito utilizada da biologia molecular que permite a 
detecção e quantificação simultânea de um grande número de RNA mensageiros 
presentes em uma determinada amostra, além de possibilitar a comparação da 
expressão de um mesmo RNA mensageiro em dois grupos experimentais (Schena et 
al., 1995; Duggan et al., 1999; Yoshikawa et al., 2000; Dent et al., 2001; Marcotte et al., 
2001). No entanto, devido à incidência de achados falso positivos decorrentes do 
grande número de comparações simultâneas, é bem aceito na literatura a necessidade 
de uma corroboração independente através de outra metodologia (Marcotte et al., 
2001).  
Na segunda etapa deste estudo, com o objetivo de validar e estender os 
resultados obtidos anteriormente, realizou-se o mesmo procedimento comportamental 
para classificar os animais nos grupos AD e BD e os níveis de RNAm do precursor da 
N/OFQ foram analisados através da hibridização in situ. Esta técnica apresenta a 
vantagem de permitir a análise detalhada da expressão do RNAm da ppN/OFQ em 
diversas regiões encefálicas, incluindo aquelas relacionadas com o medo 
condicionado, como por exemplo a amígdala, o hipotálamo e a matéria cinzenta 
periaquedutal (LeDoux, 1993; Fendt, Fanselow, 1999).  
Os resultados comportamentais obtidos na segunda etapa deste estudo 
confirmaram que, através da variabilidade obtida no teste de condicionamento de medo 
ao contexto, é possível classificar animais de uma mesma linhagem e que receberam 
exatamente a mesma manipulação em dois grupos que apresentam comportamentos 
extremos bem definidos. Estes dois grupos não diferiram no primeiro dia de teste, 
quando os animais ainda eram ingênuos de choque, o que indica que os animais AD 
não apresentam um comportamento de congelamento ao contexto aumentado quando 
este não foi pareado com o choque. Como durante o condicionamento os animais 
necessariamente apresentariam desempenhos diferentes pelo próprio processo de 
classificação, os animais classificados foram retreinados um mês depois para verificar 
se esta diferença seria mantida. Neste retreino, o grupo AD continuou apresentando 
maiores níveis de congelamento do que os animais BD. Este resultado confirma que a 
diferença observada se mantém estável. Utilizando procedimento semelhante, 
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Schenberg e colaboradores (2006) verificaram que animais AD e BD diferem na 
expressão da subunidade NR2A do receptor NMDA no estriado dorsal. Este tipo de 
dado reforça a viabilidade do estudo das diferenças individuais através da classificação 
de comportamentos extremos observados na tarefa de condicionamento de medo ao 
contexto. Portanto, este tipo de classificação pode fornecer uma interessante 
ferramenta para a compreensão das bases fisiológicas, farmacológicas e 
neuroquímicas do comportamento. 
No presente estudo, observamos uma ampla distribuição do RNAm da ppN/OFQ 
no encéfalo dos animais AD e BD, com uma densa marcação em áreas relacionadas 
com o condicionamento de medo ao contexto associado ao choque, como a amígdala, 
o núcleo intersticial da estria terminal e a matéria cinzenta periaquedutal (LeDoux, 
1993; Fendt, Fanselow, 1999; Maren, Quirk, 2004; Sullivan et al., 2004). O perfil de 
distribuição observado neste estudo foi semelhante ao reportado por Neal e 
colaboradores (1999b), que caracterizaram a distribuição RNAm da ppN/OFQ (obtido 
através da hibridização in situ) e do peptídeo N/OFQ (através de imunohistoquímica) no 
SNC de ratos.  
Nossos resultados mostraram, no entanto, que os animais dos grupos AD e BD 
não apresentaram diferenças estatisticamente significativas nos níveis de RNAm da 
ppN/OFQ nas 28 regiões encefálicas analisadas, incluindo a formação hipocampal. 
Portanto, estes resultados não corroboram os achados obtidos anteriormente com o 
DNAc microarray, e indicam que não existe uma alteração nos níveis de RNAm do 
precursor da NOFQ que justifique os diferentes desempenhos observados na tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto após o processo de classificação utilizado no 
presente estudo. 
Neste experimento os animais foram sacrificados duas semanas após o término 
do retreino, com o objetivo de analisar apenas os níveis basais de RNAm da ppN/OFQ 
e de realizar um estudo semelhante ao DNAc microarray, permitindo a comparação dos 
resultados.  Embora estes animais não tenham diferido na expressão basal, não se 
pode descartar a possibilidade de que eles apresentem uma diferente expressão do 
precursor da N/OFQ durante o treino ou durante a evocação e/ou expressão da 
resposta de congelamento ao contexto.  
No segundo experimento da Etapa 2, analisamos a expressão do RNAm da 
ppN/OFQ em resposta ao treino ou ao teste do condicionamento de medo ao contexto 
em animais de uma mesma população, isto é, que não passaram pelo processo de 
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classificação. Para isso, os animais foram sacrificados após o último dia de treino 
(grupo Ti), ou após serem submetidos ao teste de condicionamento (grupo CMC). Os 
grupos controles incluíram animais que foram treinados e testados da mesma forma 
que o grupo CMC, porém não receberam os choques nas patas durante o treino (grupo 
H) e animais que foram apenas treinados e sacrificados 1 semana após o treino (grupo 
T), para permitir que as possíveis alterações nos níveis do RNAm da ppN/OFQ 
induzidas pelo treino retornassem aos valores basais.  O desenho experimental 
utilizado no presente estudo foi semelhante ao utilizado por Petrovich e colaboradores 
(2000), o qual se mostrou eficiente em detectar alteração de expressão gênica da pré-
proencefalina em resposta ao teste do condicionamento de medo ao contexto. 
Os resultados comportamentais obtidos no presente estudo mostraram, como 
esperado, que os animais que receberam os choques nas patas durante as sessões de 
treino apresentaram maiores níveis de congelamento no dia do teste do que os animais 
que não receberam os choques, indicando que os animais do grupo CMC adquiriram 
uma resposta condicionada de medo ao contexto, a qual permaneceu no intervalo de 
uma semana após o treino.  Entretanto, não foram observadas diferenças 
estatisticamente significativas nos níveis de RNAm da ppN/OFQ entre os quatro grupos 
experimentais nas 12 áreas cerebrais analisadas. Estas áreas incluem o hipocampo, o 
núcleo intersticial da estria terminal e núcleos da amigdala, regiões envolvidas com o 
condicionamento de medo ao contexto (LeDoux, 1993; Sullivan et al., 2004) e que 
normalmente expressam o precursor da N/OFQ (Neal et al., 1999b). Estes resultados 
sugerem, a princípio, que a expressão do RNAm da ppN/OFQ nestas áreas não é 
influenciada pelo processo de treino, nem pela evocação e/ou expressão do medo 
condicionado ao contexto.  
Vários trabalhos mostraram um envolvimento do sistema da N/OFQ em processos 
que influenciam a tarefa de condicionamento de medo ao contexto, como 
aprendizagem e memória, estresse e ansiedade, e nocicepção (Caló et al., 2000b; 
Mogil, Pasternak, 2001; Meis, 2003), o que faria supor que as manipulações aqui 
empregadas poderiam influenciar a expressão deste peptídeo. A ausência desta 
alteração no grupo Ti foi particularmente intrigante, já que estes animais haviam 
acabado de receber o choque nas patas. Devine e colaboradores (2003) mostraram 
que a exposição ao estresse pode diminuir os níveis do peptídeo N/OFQ no 
prosencéfalo basal de ratos, região que incluiu o núcleo intersticial da estria terminal. 
Estes autores levantaram a hipótese de que a diminuição nos níveis de N/OFQ 
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observada após o estresse poderia ser uma conseqüência da diminuição da síntese 
deste peptídeo. Porém, nossos dados mostraram que o estresse induzido pelo choque 
nas patas durante o treino do condicionamento não alterou os níveis do RNAm da 
ppN/OFQ. Entretanto, nossos resultados não excluem a possibilidade de que ocorram 
alterações na neurotransmissão mediada pela N/OFQ durante o treino e/ou durante o 
teste de condicionamento de medo ao contexto, as quais podem ser provocadas, por 
exemplo, por alterações pós-transcripcionais, como no processamento do precursor ou 
na liberação neuronal de N/OFQ. Alternativamente, é possível que essas alterações 
ocorram em outras áreas encefálicas relacionadas com a expressão da resposta de 
medo condicionada, como o hipotálamo e a matéria cinzenta periaquedutal, áreas onde 
tanto a N/OFQ como seu receptor são expressos (Neal et al., 1999a,b; Mollereau, 
Mouledous, 2000).  
Apesar de não existirem diferenças entre os grupos, verificamos que no núcleo 
central da amígdala e no núcleo intersticial da estria terminal existe uma correlação 
negativa entre o desempenho dos animais do grupo CMC no dia do teste e os níveis de 
RNAm da ppN/OFQ. Esta correlação só foi observada nos animais que expressaram 
uma resposta condicionada de medo, já que, nos animais do grupo H, que no dia do 
teste apenas foram expostos a um ambiente conhecido, não foi observada nenhuma 
relação entre o tempo de congelamento e a expressão do RNAm da ppN/OFQ. Esta 
correlação também não ocorre nos animais treinados e sacrificados 7 dias depois sem 
serem submetidos ao teste (grupo T), mostrando que o resultado obtido no grupo CMC 
se dá em resposta ao teste de condicionamento, e não como consequência de 
alterações provocadas pelo treino, ou diferenças nos níveis basais de RNAm do 
peptídeo. Estes resultados sugerem uma possível relação entre a expressão do 
precursor da N/OFQ e a variabilidade individual observada durante o teste, de forma 
que baixos níveis do precursor da N/OFQ estão relacionados com um aumento do 
medo condicionado ao contexto (embora não seja possível determinar se esta relação 
se dá com o aumento da evocação do ambiente pareado com o choque ou com o 
aumento da expressão da resposta condicionada de medo). Esta correlação, 
entretanto, não foi observada nos animais que foram sacrificados no último dia de 
treino (grupo Ti). Embora estes animais também tenham apresentado uma resposta de 
congelamento condicionada ao contexto (no intervalo de tempo antes da apresentação 
dos choques nas patas), o fato de terem recebido os choques após o registro do tempo 
de congelamento pode ter influenciado de uma maneira diferente a relação entre a 
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resposta condicionada de medo e a expressão da ppN/OFQ. Logo, é também 
improvável que a correlação observada no grupo CMC seja causada por uma resposta 
diferencial ao estímulo incondicionado.  
As correlações entre o desempenho dos animais e os níveis de RNAm do 
precursor da N/OFQ apenas foram observadas no núcleo central da amígdala e no 
núcleo intersticial da estria terminal. Vários trabalhos sugeriram que o núcleo central da 
amígdala apresenta um importante papel na expressão de respostas condicionadas de 
medo, através de suas projeções para o hipotálamo e vários núcleos do tronco cerebral 
(LeDoux, 1993; Campeau, Davis, 1995; Carrive et al., 2000). O núcleo intersticial da 
estria terminal, por sua vez, recebe informações do núcleo central da amígdala e 
projeta para o núcleo paraventricular do hipotálamo, que controla a ativação do eixo 
HPA (LeDoux, 2000; Herman et al., 2003). Lesões do núcleo central da amígdala e do 
núcleo intersticial da estria terminal abolem respostas de medo condicionadas ao 
contexto, como o congelamento e o aumento da corticosterona plasmática (Sullivan et 
al., 2004). Este resultado torna estas duas estruturas candidatas a futuros estudos 
farmacológicos para investigar o papel da N/OFQ no condicionamento de medo ao 
contexto.   
Em resumo, os resultados da segunda etapa deste estudo sugerem que, embora 
a expressão basal da ppN/OFQ não esteja associada aos desempenhos extremos 
observados na tarefa de condicionamento de medo ao contexto, sua expressão em 
resposta a evocação e/ou expressão do medo condicionado pode estar relacionada 
com a variabilidade individual observada nesta tarefa. Mais estudos são necessários 
para determinar se existe também uma relação entre os níveis do peptídeo N/OFQ ou a 
liberação sináptica de N/OFQ e o desempenho dos animais na tarefa de 





1. A administração i.c.v. pré-treino de N/OFQ, nas doses de 1,0 e 2,5 nmol, 
prejudicou seletivamente a aquisição do condicionamento de medo ao contexto, sem 
interferir com o condicionamento de medo ao som. Por outro lado, a dose de 5 nmol de 
N/OFQ prejudicou a aquisição de ambas as tarefas, um efeito que pode ter sido 
provocado por uma interferência com processos não relacionados com aprendizagem e 
memória.  
2. A administração intrahipocampal de N/OFQ não interferiu com as tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som, o que vai contra a hipótese de que os 
efeitos observados com a administração i.c.v. deste peptídeo são devidos a uma 
interferência com a função hipocampal. Entretanto, como no presente estudo utilizamos 
apenas uma dose (5,0 nmol), não podemos descartar a possibilidade de que outras 
doses administradas no hipocampo dorsal possam apresentar diferentes efeitos. 
3. As administrações i.c.v. pós-treino de N/OFQ, nas mesmas doses que afetaram a 
aquisição, não prejudicaram a consolidação das respostas condicionadas de medo ao 
contexto e ao som, o que sugere que os efeitos deste peptídeo são devidos a uma 
interferência com o processo de aquisição da resposta de medo condicionada, sendo 
que o condicionamento de medo ao contexto é mais sensível aos efeitos da N/OFQ 
exógena do que o condicionamento de medo ao som. 
4. Os efeitos observados com a administração i.c.v. de 1 nmol de N/OFQ não foram 
devidos a uma aprendizagem dependente de estado, nem a uma interferência com a 
atividade exploratória ou com o processamento sensorial dos estímulos contextuais no 
dia do treino. 
5. Os animais classificados pelo baixo desempenho na tarefa de condicionamento de 
medo ao contexto (grupo BD) apresentam níveis semelhantes de RNAm do precursor 
da N/OFQ quando comparados com os animais que apresentam um alto desempenho 
na mesma tarefa (grupo AD). Este resultado, portanto, não confirmou os achados 
obtidos previamente com o cDNA Microarray, e indica que os níveis basais de RNAm 
da ppN/OFQ, tanto no hipocampo como em outras regiões encefálicas, não estão 
relacionados com os diferentes comportamentos observados entre os animais 
classificados como AD e BD. 
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6. Os níveis de RNAm do precursor da N/OFQ não são alterados durante o treino ou 
o teste de condicionamento de medo ao contexto, mostrando que o processo de 
condicionamento e a evocação e/ou expressão da resposta de medo condicionada ao 
contexto não interferem com a expressão da ppN/OFQ. Entretanto, a correlação 
negativa observada entre os níveis de RNAm da ppN/OFQ e o tempo de congelamento 
observado somente nos animais condicionados, logo após o teste, sugere que a 
expressão do precursor da N/OFQ pode estar relacionada com a variabilidade 
individual observada durante o teste do condicionamento de medo ao contexto. 
7. Em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem um importante papel da 
N/OFQ exógena na aquisição de uma tarefa aversivamente motivada que apresenta 
um componente espacial e é dependente da formação hipocampal. Por outro lado, 
alterações na expressão do RNAm do precursor da N/OFQ, decorrentes do teste de 
condicionamento de medo ao contexto, podem estar relacionadas com a variabilidade 
individual observada nesta tarefa.  
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Anexo 1 – Quadro resumo dos experimentos da Etapa 1. 
 
Anexo 2 – Cartas de aprovação do projeto de pesquisa pelo Comitê de Ética em 

































Quadro resumo dos experimentos realizados na Etapa 1 
 
Resultado Experimento Objetivo Dose 
(nmol) CMC CMS 
Conclusão 
Exp. 1.1 Verificar os efeitos da 
administração i.c.v. pré-
treino de N/OFQ nas 













Administração i.c.v. de 
N/OFQ (1 e 2,5 nmol) 
prejudicou a aquisição do 
CMC, mas não do CMS. A 
dose mais alta prejudicou a 
aquisição de ambas as 
tarefas. 
Exp. 1.2 Verificar os efeitos da 
administração intra-
hipocampal pré-treino de 
N/OFQ nas tarefas de CMC 
e CMS. 
5,0 = = Administração intra-
hipocampal de N/OFQ (5 
nmol) não interferiu com a 
aquisição de ambas as 
tarefas. 
Exp. 2.1 Verificar os efeitos da 
administração i.c.v. pós-
treino de N/OFQ nas 








treino de N/OFQ (5 e 1 nmol) 
não interferiu com a 
consolidação de ambas as 
tarefas. 
Exp. 2.2 Verificar os efeitos da 
administração i.c.v. pós-
treino de N/OFQ no CMC, 
diminuindo o número de 







A ausência de efeitos da 
N/OFQ na consolidação do 
CMC permanece mesmo com 
a diminuição do número de 
choques durante o treino. 
Exp. 3 Verificar os efeitos da 
administração i.c.v. pré-
treino/pré-teste de N/OFQ 
no CMC. 
1,0  – Efeito da administração pré-
treino de N/OFQ no CMC não 
é devido a uma 
aprendizagem dependente de 
estado. 
Exp. 4 Verificar se a administração 
i.c.v. de N/OFQ prejudica a 
aquisição do CMC em 
animais pré-expostos ao 
contexto, isto é, em animais 
que exploraram o ambiente 
de treino na ausência da 
droga. 
1,0  – Efeito da administração pré-
treino de N/OFQ no CMC não 
é simplesmente devido a um 
prejuízo da atividade 
exploratória ou da percepção 
sensorial dos animais durante 
o treino. 
 
CMC: condicionamento de medo ao contexto; CMS: condicionamento de medo ao som; “” : prejuízo; 
“=” : sem efeito; “–“ : teste não realizado. 
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